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Dle Frage nach der Regulatlon dieses unerhort 
kompllaier~en Mechanfsmus (der Stofíwechsel der 
Kohlenhydrate) drangt sich auf. Hier greifen 
awser und neben &r Impulsübermlttung durch 
das Nervensystem die Wormone im Wege der 
Blutbahn eln und durch diese zwelgeleislge Regu- 
llerung wfrd zunachst das Mllfeu, In dem sich die 
Proxesse des Auf- oder Abbaua abspielen, fein 
absetónt oder tiefgrelfend modiflziert. Das Zusam- 
mensptel der tonen, VOP allen der des Wassers, 
ist in Verblndung mit allen korrelatlwn Erscheinun- 
gen, wie elektrischen Zeil- und Membranpotentfalen, 
Perme~ibIlttSts&nderungen usl. , für den Ctoifwechsel 
der Kohlenhydrate wle für jedan anderen von 
grundlegender Bedeutung . Dooh k6nnen w i r  
bekanntlleh in efne betrlebe physlologlscher Prozesse 
nur dadurch Einbllck gewinnen, da- w l r  stórend 
ln dasselbe elngrelfen odar sttirende Proxesse, d9e 
sich ohne unser Zutun abspielen , beobachten . . . 
. . .VtelleIcht wird in ZukunH elne.. .aHa um- 
spannende Theorie f O r  den phystologlsohen und 
patologischen Kohlenhydratstoffwechsel aufgestellt 
werden.. .Unser Berlcht über dle Chemie der 
Kohlenhydrate ende1 mtt dnen Fragsxeicken 
-einem für vielel Die WlsaenschaH von der Chemie 
der lebenden Materie Ist eSne lebendige WissenschaW, 
und wenn nach &m Wort des Herakltt ''alles fSesstM, 
so fliesst dieses Gebtet unseres Denkens und 
Suchens mlt besonderen UngestUm dahin. 
Lieben , F. Geschichte der ~hvsiologischen 
Chemle, le ipzlg und Wen, 1935, 
p. 527 y 538. 
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Y METODOS 
[es y tratzimlento . 
de, extractos y fraccfonamiento . 
actfvldac4 de los enzima$ . 
earboxllasa como enzirna anapler&tco . 
cIn&tieas de la cltrato sintasa en reiaclón 
1J~ida d d  oxalacetato . 
~14t icas  de la glutámieo oxaItse&tlco 
¡nasa milocondPial , 
cln6ticas de la malato deshidrogenasa 
citaplasrtitlr=is . 
cln6iicas de la fostoenolplrwato 
piruvato kinasol . 
Variaci& en el hígado de la actividad de los enzinas 
P~opiedades cinétlcas de la plrwato kinasa de hígado 
P~opiiedadrss c!n6ticas de la plrwato kinasa de riñón 

ABREVIATURAS 
acetil coenzima A 
acetll plrldfn DPN 
adenosfn dilosiato 
P 5* addengsfn monofcslato 
Pc 3 1 ,5 1 adanosfn mcnofosfato cfclico 
aspartato 
adenosfn trlfoofato 
dffosfo pirldfn nuclebtldo, forma oxidada 
dlfosfo plrfdln nu@leÓtldo, fwma redoclda 
ácido etilendieimlnotetraacé(isc 
Eructosa 1 ,6 dffoafato 
Iruuto@a 6 fosfalo 
guanosfn ditosfato 
glutarneto 
gluccwa 1 fosfato 
glucosa 6 foefato 
auanosfn trifosfato 
IDP inosfn ditosfato 
ITP inosln trlfosfato 
p<KG ac cetoglularato 




3Pt-i 3 fcwrfogllcerato 
foefato inorgénfto 
trlosas fosfatos 
irifosfo plrtdfn nucleótido , forma oxidada 
trifosfo gzirldfn nucleóttdo , forma reducida 
uridín difosfo glucosa. 

n el nombre de gluconeogénesis ei proceso 
e slntetlza glucosa a partir de residuos 
i w r u  . 
s. Este proceso en br organismos kelula- 
clbn 'estrictamente llmltada a la propia c8lu- 
ente a la sfntesls de ciertos compuestos 
misma, como son los &ctdos nuctelcos y po- 
es y en un segundo pteno permitfendo la 
os poilsacárfdos & reserva. En tos organls- 
e proceso se hace m85 comptsjo debldo a que 
ds tas funciones de loa diferentes Órganos y tdt- 
Ó n  emfnrsntemsnte interorgántca, pasando a un setgun- 
posible importancia para la pPopta célula. L a  existen- 
tos tejidos como el slstema nervleso y los erltrocitos 
&n casi s~xcluslvamente (al mrwloe en una prlmsra fase) 
o ekt la glucosa sangufnea, convlwten a la regulactbn 
lucemia en uno de los procesos básicos y centrales de la 
n metabBtfca de un organismo superior. 
El hfgado es el Órgano metabólico prtnclpaf del cuerpo. 
de muchas otras f~nolmes, juega un pepe1 de primer OP- 
el metabotlsmo de los hldratos de carbono. En condiciones 
entecfón norma) los hldratos de carbono que no son utllizsi- 
dfrectaimente por los Órganos y tejfdos son aimacenados p o ~  el 
o en forma de glucbgeno o transformadcs en grasas por el 
y el tejido adiposo. De esta forma fa reserva ene~gétlca 
o~ganlsmo 9ue& dlvfdida eii dos ~ompartlmienlos, uno más 
4. 
able, en forma de glucosa, que es el formado 
pátieo y otro formado por la grasa. Sin em- 
so de praduedón de glucosa una vez exhausta la 
lucógeno hepátioo. 
raordlnarto empuje dado en las d6cadas de loa 30 y 
la base enrimatica de¡ metabeilsmc da, los hi- 
ifosfetasa ( 88  ) , fosfoanolplrwato mrboxikfnasa ( 16 1 1 , 
ilesa f 159, 160) que van a permitir comprender 
( 7 6 )  . En los Órganos gluconeioghicomp @Astiran pues 
enztmas (Flgura 1 ) :  a) entlrnarci , . que eatalltan reilo- 
námlcamente muy desplazadas en la dlrarccrlón del fluJa 
asa y pirwato kinasa; b)  mzlmes que eatallzan reac- 
atakan reacdonee antagónicas a laa del primer wu- 
un me~anismo distinto que las conviet-to tambi6n en fi- 
s anteriormente. 
tos presentes en bacterlacs y piantara cepacw de prodwi r  
de hidratog de carbono a partir det reslduos de d w  
precursores giwoneog&nlc~ Con la e~~cepcfón de los 
5. 
de carbono. Sin embargo, los órganos glwoneog8nl- 
tlcular el hfgado, obtienen la energfa necesaria para 
, da la oxidación dé, ácidos graaos, proceso me- 
está prducf&ndose por tanto simultáneamente a la glu- 
LOS princl&ies precursores de la glucosa son: 
la degradación áe la rnlsma en otros tejidos, ta- 
lactafo , b l am~no~~tdass glwonaog6nleos, 
fructosa , galactosa , etc. que eventualmente pueden 
dieta, que se, wtabollzan por vfas espeeialegi y que 
cilsilnlos punta de la secuenota gl~tconeog&fca. Aun- 
precwrsow son muy interesanles coma poslbles 
ser utlllzadoa Corno tests 8epeefficw de la fmpar- 
canlsmos de regulacih operativos+ a determina- 
ia secuencia glwoneogéni~ar ( 141 1 , su írt.$ro~tancik 
flslol6gicas e5 de un segundo orden, lo que gustlff- 
os demeislado en elios. Por  otra parte, tanto 
SS fosgfato (WP B='igw"at 1 )  10 que los 
llca a cuy@ etstudto dedicada gota 
amos señeledo anteriormente, el pra<Seso giuconeo- 
o rnetabófic-o emtnenteme%%e interorgánico, por 
s de permaabilldad y transporte JUagan w papel 
ds decidir quá compuestos de entre todos lo l s  
en el kCgado. Eso explica la sntcarlop 

6. 
idos giuconeogénicos en su capacidad de ser 
a. Po r  supuesto esto no aieota a la capaci- 
glucosa, pero sf a la capacidad de utfllra- 
enlentes de otros ' tejidos. 
creciente consesuido en los úiltimos años 
smo intermediario permite intentar el abor- 
de todos estos procesos y vfas 
afleja en la fmportancla cada vez mayor- ton- 
renulaclh Y control metab6llcas. En 
iase semtcuantltatlva s0 ha comrslado en la identiflca- 
e determinadas p~opiedadw da, presunto clar&cter re- 
una nueve ndimensl¿n" a 1w estudios rtnzlmo- 
embargo, para dar un nuevo paso adetante 
la eiaboraciBn de modatos cuantitativoe capaoes de 
(y predecir) el corr@ortamierrlo bioqulmicos de lars c6luleas 
vlvos. En rssaWdad, a p w a r  de los rncartcionados isvcsn- 
fmlento, estamos a h  lejos de podtir formular 
como el indicado.¿ C d l s s  son l r ~ s  prlnc#paltas 
existentes en asta tarea? A nuestro juicio son tres Las 
: 1& la insuficlmcia de nuwtrcw oonoolmlerntors, Si 
lo que hemos avanzado en los, últimos años, no hay 
rodavfa desconocemos m ~ a s  aosm irnpwíantc~i, tqul- 
r e  ta elaboración de un medelo ausntitallm det un ser 
o sóia se reitere a determinadas prwedadrws o pi-eiras 
aatualm~ntecH~~onootdas, sino a la falta de una leop.fa 
interprete la slluaclón físicoquímica especial reinante en 
Jassma ceilular. Alsunios de, etstw problemas se d l s u t m  ton  
sxtension por Sols y Marco 4 140). 2s L a  dlfiaultad de la 
olaclón de los resultcidos &tenidos in viWc a la situación & 
'7. 
aria de las propiedades en cuyo estudio se ha po- 
nreae claro que no todas las propfedades de prmun- 
ciden tener valor in vivo. El problema estri- 
cuáles son las que no tienen MIOF y auálm b ~ f ,  O dt- 
odo, en poder valorar la Imper4ancIei que puede te- 
o' de les condicrlonets reinantes en el intertor da le 
condlclonera emplawdas in wilm. S 4  Si b i w  es posl- 
en tos o~ganOsrncrs supe~lores, anlmai entero, 
, aorteeP de órseinos, @te. , la raalldad as que 
que sumintstran es tamblém aornpleja e inanelltabfe 
de, determinadas edUpo~I~Ponets no ~Iempre bien fun- 
prmente estudio vamos e intentar pPdundloar en los 
ntendos desde el punto vlata da fa $.IPlbwaoióll, da 
eirn!auantftatlvo del metabolismo INtsrmedtarlo en arw-  
r lo rw  a nivel $a, una zcna da una importeurcla martcsbó- 
el trMtwuio metab6llco fwmado por iaer anoructjadas 
c-tata, fo9foenolpfruvisto y pirwalo. A este nfvsl Pigu- 
tran en relaclDn la vfa princfgaert dari rnefiiibolltsmo gllofdlczo 
cie bfosfntesls y dawadaelk da los &cidos# grasos, los 
de interconversión da los prlnclpales amindciido?s, los 
lón ck?l nitrOgeno (ureeig&nesls) y fa prlnalpal maqulna- 
a celular: el slcto dkt Kreba acwlado a kr fosforlla- 
. LB impattaneia fundamental de todos estos procesos 
e ~ t e  conocida para no tener que inclstlr en ella aquí. 
Para Ia elaboracl6n de cualquie~ modelo de luncionamleirnto 
tras ta identlficaoión 6 los pasos onzimáticamenle cata- 
sario un estudio de su oompartlmentecfón, @$ deofr, 
e si todas estas reacciones ocurren en el mkirnc c m -  
robóllco o no. Naturalmente la compartlmentación que 
de manfliesOo depende muy direc;tarnsnte de la rne- 
ieada y del grado de dlferenc.tacIi>n que 65ta permita. 
de Rwdyn, Enzvrne Cvtotosx ( 120) es@ rearllxa una 
s &uillbrada de estos métedcs. Atgunas llrnitsctones 
pfernente de la co+ar#me~~rtacf¿n InlgFeeIuJar de de- 
enrlnas como es el ceso de la hexoklnasa y glucokfna- 
pata ( ? 331. En ~trw CBS& ('86, 167) la eVfcbn- 
on !as t&nbtps actuaiiw ds, fracelonanlento proviene 
os que utiífxan tse98tapoo) ~adlagc~~vws. En 6ltci~~ se 
. Sin embargo, esta interpr+tact<jn &e tos heuhsts ex- 
depenáe muchas veaes de aupoetrclonw no siempre 
e seguras y en todo caso la crftlea fundarmental a es- 
es que somiucen en scin~ral a w salerp6n sin sallcda. 
verdadésramenie val- una hlpdtetgls der ~ m r t f m n a -  
Ier& eemo resultado de estios qertmojrUos, suando con- 
modelo concreto que se pueda tl~~tlicarx por a$~- m&- 
otras c o ~ t ~ i l o n e s  diW@nte a las que io originaron. 
esto ocurra queda sólo como una posibilidad a tener 
en cuenta. 
vez establscide ia compartfmenlacIón de m e  vía meta- 
S wfas ral t lc lonad~, se puede pasar al ctetudio de su 
9. 
esde un punto de vista general, en una secuencia 
, aquOlla o aquóllas que pe~mílen un control rn&s 
jtujo total de1 sistema son las IIrnitantes, e5 decir, 
:as que un oamblo m& pequefio produce mayor re- 
el BIujo total. Esto a nlvel éle una sscumuia de en- 
ue las reaccloners cataiizadas por enzfmas de aati- 
Irivada , que se encuentran &dos de eq uilibr1o, 
, y que wi&-i en ~vmienza da una vla Q 
n o snarucljada saa los eendiQatog t$ptirns>s de 
rneesnbmcs prodwlr&n esa mulad&nq En ta aetua- 
en dos niveleta cuscepktbtas de regule&fdn mas o me- 
: 8 )  uoncemtracldn del enzima wgubdo y b) activf- 
mo. Las mecantsmca a nlvel molewiar quc~wqaikan e¡ 
la oowcsntracfh de en;Elrnas a u f i t b  cenaf&rabkmbtnte a- 
algunos mtcroorgenismoe corno E, 0911 464, 35) ~ M W O  
1053 organiSin063 superlores ( 12s). En 6síw bie piensa 
tracion es un tsquilibrio entre ia velocrldpld de sahtwis 
, pero tos mecanismos que, los controlen, Wsclat- 
conwoi de a~llivldud de un ewtrna puaade, ser ~cFIrjo,  
do~es, tnhibtdores o reepwtac eht6rieae (731 o 
a wrcg dos m&= ganarates de ~csgulaclón, existe un 
~aballo entre los dos, que es el dea los en&m&~ que 
slfr en dos (o m-&$) formas iln*emonvertlbtw, de actfwi- 
a propiedades dYlerenres (63) . 
nuestro intento ckt fat-rnuiar la rwutacfón dg la zwa 
Borrtaada por e1 triángulo rrietebbtko pirwalo-o~lecelalo- 

t i .  
exponen los cambios en las actlvldades &timas de los 
otra en que se detallan las propiedades uin8ticas ds 
inalrnente, los efectos y propiedades enoontrados se 
elmente con el fEn de tratar de formclfar wr modelo 
lenta ¡ir vivo'de esta língortan(e área rne(eib9lica. 

1 . Animales Y tratamiento 
Para los ewerimentos se utfllzaron ratas blancas de raza 
provenlentes de los criaderos del Instituto Gregorfo Mara- 
r o  de investlgacfones Bfológt~as) alimentadas con une 
I standard adquirida en Piensas Españoles, S.A. 
Normalmente se utititd como es~ad~;@luooneosén¡co tipo el 
48 horas. En el caso concreto de la uttlización de las 
rproteica y rica en glucosa, la composición de la dieta 
La dleta de glucosa al 90% contenía: glucosa 890 g, accri- 
La1 50 g ,  sales 40 g y mezeia de vitaminas y casalna 20 g. 
eta Wperp~otcrlca la glucosa fue rslrstituí& por casefna sfn 
fnm. La mezcla de vitaminas y casefna cwtlenfa lo siguiente: 
WCI, 500 mg; riboilavlna, 188 mg; pirldoxtna HCI, 500 rng; 
fcotfnfco, 1 ,88 g; pantotenato uálclca, 1 ,3 9; msrra&ona 
-1 ,4-naftoquinona) 250 mg; ácldo firitco, 50 mg; vftamlna 
~istallna) , 5 mg; blotlna, 10 mg; y uoltna HCI, 15 g. Ea- 
ta es slmllar a la ~ i l l z s d a  por PPltot ( 106) . 
En cuafquiera de t ~ b i  exper9menfcs y tratamientag l a s  anl- 
tuvieron l b re  acceso a¡ agua. 
También sea empfearm en alguncs e~@rimentas conejos 
ovenSan dp)t criadero de la. firma Eufrasio Gorcfa, e/~enara 
, 7, Madrid-19. 
S. Aparatos 
Las medldas enrimátlcas en el ~dspectrofotírmetro se hicferon 
empleando cubetas apropiadas ( ~ o r e x  para el vlsible y cuarzo para 
el U .V. ) de 1 cm de paso de luz en un espectrofotómetro Cary  15 
y Beckman DB con registrador automáttco o en Un Coleman Autostal. 
Para el estudio cin6Llco de la málico deshidrogenasa se em- 
pleó el "raiio Huorometer" Beckman modelo 7720. 
Para las colorimettrfas se usó un fotocolorfmetro Klett- 
Summerson . 
Las medidas de p t i  se hicieron con un potencf6metro Pwsl 
y un pWrnetro de escala expandida Metrokm Hertsan modelo E3008. 
Las homogenlraciones se hicleron empleando un Kontes-Duall 
Las centrifugaclonee a pequeña ielocldeid se hlcieraui usando 
una centrfhrga Wifug Dwto r  y para las vcbloctdadeer mayores una su- 
pe~centrffuga Sorvali RC-2 y la uitracenlrffb@a preparativa Splnco 
L (con el rotor 40 para ¡as centrlfugaciones simples y el rotor 
SW-25 para los gradientcss de sacarosa). 
Para el tratamiento con uítrasonido8 se emgled, un Branson 
anb Power Sonifier. 
Las llofittzaclones se llevaron a Eabo en un IfoRltrador (+&a- 
e esquema adjunto en la Figura 2) con una meirola de acelona-nieve 
bónica para el foco frfo y una bomba da vacío (P.S.T. m&io 
D 47-36 del lnstltuto Torres Quevedo del CSIC) acoplada. 
Para las medidas de, radioactividad se utilfzó un contador de, 
ja de metano Fr lweke Hoepfner y un contador de centelleo Lfquido 
rfcarb Packard de tres canales. 


chem : glutalfon reducido. 
hardt: caseina y tobueno 
4: ~rietanolamina. Room Haas: Tr i th .  
-glucosa y sacarosa. Fisher: Acldo fórmico y ace- 
Baker : molfbdalo am6nico. Packarci: 2, S-difenfl- 
11-2, 2-p-fkllenbts( S-ienitoxazal) . ear lo E ~ b a :  
'6. : mezcla vlltamfnlca para las dietas, Probus : 
. Panreac : cloruro cálclco. F .A. E .S. : glu- 
iae se mataron por lacseiarpitaslbn, se lea extrajo el 
se hornogenizó m un Konttas-Dupil). Grfn&r con dos o 
SU peso de una mezclar tsotóntoa que oonternfa sacarosa 
M saisgh las tensos. En cicaFtes eucperfmentes se am- 
cte hamogenizaafón de Setube~t qua está ecnstlfui& 
mtna HCI 0,1 M, pH 7 , 2  y sacarosa 0,25 M, ctn 
2 a 8, EDTA 1 mM y gkltattcn 1 mM o un medlc 
Sco formado por: losfato pof&ejtoo 5 M, gM 7 ;  dltto- 
mMj KCI 0,15 M; NaXC03 S mM; MgC12 1 mM; 
mA4; MrsCt~ O,05 mWi. 
In do rnfnimizar la rotura ele ¡os distintos orgánuios ce- 
homogenIzÓ dw~antta 1 minuto. Desp& de pasar si ho- 
a t.v& de un filtro de tela papa elimlnar tos restos $8- 
han t-~tst lslo a la homclgenlzac9b se sometieron a íos 
métodos de iraccionamlenlo que se describen detalladamen- 
seccfón & resultados. 
desc~tto por Cottocasa y col. ( 141 1.  L a  mezcla de 
rstia en Tris XCI 40 mM, pH 7 , 5 ,  MgCIs 5 mM, 
, TPN 0,4 m.M, glucosa 1 mM, he»cokinam de ieva- 
y glucosa 6 iosfato deshldrogenasa 1 unidad, en 
l de 1 mi. S e  agotaba inlcialme~te eif ATP que 
y se dlsparaiaa la rsaceC6n afiadiendo la prepara- 
midiendo la aper!c!bn da TPNX a 3&0 nm. 
previamente cQn &do rrscbrbico. L a  rmceI¿n se 
la dtsmlnuciétn Cics absorción a 550 nm. 
(E.C. 4.1.3.7). S e  empled srdne~almente 
radioaalvo &seirrolfadQ por nosotros, que &e estudfa 
gnte en l o s  rasultados de esta t s I s  CRwukados 2 . 0 )  
a mezcla de maeetón Intervienen topr slgufentes componen- 
aspartato sod'tco Q , 1  mM , a s p a ~ t a t o - ~ ~ ~  ~ll/forq?mant* 
, , .. 
o 300.000 clprn, oc ceto$lu(arato sbd i~o  9 ,  1 mM , glutámko 
transamfnasa 9 unidades Inte~.naolonelw, accsstil-COA 
mM, TrltOn al 0,4% y enzima en ocantfdad apragfada, Como 
ssi !lavó un tubo sin acetlt-COA o sin a oetoslutaratc, l a  
ión se detiene c m  2.5 de W C l  S M. Se ~ m t ~ l f u g a n  ioc

leohólica de rotenona af 10%. El enzima sensible a la 
a se calculaba por diferencia entre la actividad total y la 
Enolasa (E.C. 4.2.1.11). Se usó un meiodo acoplado 
ruvato kinasa. L a  mezcla de reacción de 1 mi de valuman 
estaba compuesta por tampón tmidazol W C I  50 mM, pH 7, 
.M, MgC12 5 rnM, ADP 1 rnM, OPNH O, 1 S mM, ptru- 
ea 0,5 unidades, I6etiso deshidrogenasa 0,s unidades y 
eproplada de extracto. El ensayo se empezaba <;en la 
2-4oslogl~cerato s6dlao suftclente para una conoentra- 
da 5 mM y se rnozlfa viendo la dtrsmintr*f6n do Iza absor- 
340 nm. Se  llevaron cubetas como blanco sfn 2-foslogllce- 
Fosfatasa ácida (E .C. 3.1 .3.2) . Se uttllró el m&odo de 
y Be Dwe t44). L a  mezcla de raactDdn cont.ssnfa en 
: aeetato s i l f co  150 rnM, pH 5, 0-gllcte~olossfato sódlco 
y pre?paracl6n enxlm8ttca. L a  rgacclón se &tenla a&- 
e 1 ml de 6cfdo trlcloroaa6tioo y el fósforo se meolía por 
efe Rwnhart y Wreath ( 1  1 ) en el sobran~dant~ despuh 
acar las proteínae pmdpltaders por ~~ntcifuge~E6n. L a  m-- 
sayo contenla en 5 mt: 0,4 mi de, rnoilbdato arnblco al 
H p O 4  10 N, la muestra que contiene f¿<jsfo~o y 2 ml 
a y el color amarillo sea lee a 420 nrn en un fotmoio- 
Fosfaeno1p:wvato c;zrboxlktnasai (E ,C. 4.1 .1,32 ) . 
e?) en reverso: Se ~ i a r i  aon r;a rn&odo semejante al 
por khe'ng y Lans (24). L a  mezcla act ~eacción conte- 
C,S mi de valurnen finsl: tampbn irnidazsl H@l 80 rnM, 
fpvesro 49 M, a.aP % , e  @4&4, wiq *M, 4 
*mate aM@o OB mlvl, ~MrnUcs m¡ac$itic:o IIFep~6o~s- 
de, & fsdm. Lar bn 
a a091 &a 8 M, Sfw S fSBW &<.I 
amente les csencan4raelonas de aspartato (mantentendo el 
de cuentas] y 4( cetoglutarato. L a  reacción se detiene 
do 25 yl de HCI S 'N, se cent~lfuga para separar las pro- 
e~ipitsdas y e! sobrenadaníe se oromatagrafFa sobre papel 
efuyente básico de Metener ( 8 8 )  de modo semejante al des- 
A la cltrato sintasa. 
reaccl.ón de interr=amblo: Se empleb un m6todo Sem8- 
rlto por FellclolO y coI. (41 . La m@xela de ~eiaccibn 
&taba compuesta por los sigulenfes reaotlvos: irnidarol 
vi, pH 7, gluñatton 5 mM, NaHCQpJ4€2 5 mM 
c$Jm), M@IZ 4 .*, h C I 2  Q , 4  mAA, tTP (6 GTP) 
lrscetato Z rdvl y la preparaclbn emlm6ttca. La ~e>aoel6n 
con ERTA pM 7, 10 mbl y el o~aiaceteto-~'"~ se rija 
unda etapa con glutamate 15 mM y gtut6mlco omlaeijtico 
1 untded. De*& be afisciir SO#¡ de HCI 5 RI y 
r pare separar las protefnas p Itadas , el sobo-ensrdan- 
en planchete de acspo, se deseea y te radloactfvldad 
se cuenta en un cmltrdor de flujo de metano. 
da érBsoretBn éyrtlca a 
f~uetasa 6 lostato. 
[".C. 5.3.1.9). S@ <tmsfe9 un 
ledo e glucosa 6 foqla:o dasilrldrpslanasei uttikando el 
nto derscriro por Slsln ( 138) . La mcrurcla dts reacción con- 
1 mi: imidcnaol H e l  SO M, p H  ?, f r w t w a  6 fosfato 
TFW 0 , s  mM, gkrcolsa 6 fosfata deghidrogenasa , .  . 1 ,4 uni- 
reparación enatmátfca. L a  reacoi6n se seguía viendo etl 
blanco al que 
S e  empleb un 
sjante al descr?to por S I l l e ~ o  y col, (135). L a  mezcla 
n canterría en 1 m!:  irrridazol HGI 50 mM, pf-4 7, M@! 
Fatia fsomcorasa 1 , 5  unidades, ~lucosa 6 losiato FSeshidt-o- 
nldad y p~eparaclbn enzlrn&tica. La reacei6n se sigue 
urnento sn la absorción Optloa a 340 nm, con un blan- 
tosa dll-taio. 
(E.G. 3.1.3.9). Se empleó un m& 
osa 6 Irasfato 10 mh4 y prwa~aelbn enzlrniittca. L e  
Ctetfene con 1 m# &a trlclorosla~tfca al f2% y el 16slo- 
se mide con el rnctítodo de ~iiknhart y Vdrealh ( 1 1 ) . 
4E-C. 1.4.3.5). Ser etmpled 
emeJante a1 desoriio por. Wllliampion y coleboradore+ 
pH ?,E,  Trftdn al 0,1%, dlttoerit~ltot 1 M, EDTA 
to am&lco 50 mM, DPNH O, I mM y prto;paracl& 
L a  ~eacrílfk se sigue vlerndo ia dismlnuci6n en fa abc 
a 540 nm, con un bbnco SI& a(2etteJo árnbnftzo. 
G tutdrnlea cxaiac6tico transarnlnasa ( E..C. 2. S. t , O ) , 
en fa dis-ecsih de fwrnaoi6n de wtacelalc. S e  utttizb 
acopiado a la malato Whidrogmarsa semeiante al des- 
Imlciaaot HCt SU d, pH 7 ,  Rq9GI2 5 mM, 
m@, aspartatu 
eskicfrogenasa I unidad y preparacli>n wzimátlce. L e  
as, 
swtsa carr k dslire-dh pa 
Ftar w6r~rfPNS .ñ 2li7 nm csn 8s 
m veb-d flitclitl tWi 
me Cw muy m 
~ N a r  edfdgnte oreeriacis;~sIo, 
o I niM, mP 8.P d, 
w b  a m BW m b m s  m 
f ~ . é s , o . t , n . i l . ~ ~ ) .  
mdPlm<rbe C$B C l e W  y las), La  m-- 
@ m 8 n7di fztop: ldeiazab He1 $8 

25. 
ar  las protefnas preclpltadas mediante centf-ifugacl6a, la ra- 
lvldad kcfdo estable se rnlde en un contador de flujo de rne- 
o. S e  lleva un blanco sln acetll-COA. 
Piruvato kinasa (E .C. 2.7.1.401. Se empleó upi método 
ejante al dascrlto por BUcher y Plleiderer ( 19) . L a  mezcla 
rt~~cci:ibn consistla en 1 mi de los s'lgulentes reactivcs: tampcin 
zol HCt 50 mM, pI-4 7, KCI O,? M, MsCt2 5 mM, ADP 
, fosiwnolplruvato sodlco 5 mM, DPNH 0,1 mM, lactato 
droaenasa 0,5 unfdadeas y preparación anzfmática. L a  reac- 
se sigue a 340 nin vEendo ta disminucidn en la absorci6n 6p- 
con blancos sin fosfoenolpirwato o ADP. 
Succínlco cltocromo c redu~lasa (E .C. 1 .3.99.1) . Se 
le6 un método semeJante al ~ 9 c r l t o  por Tisdate (1561. L a  
ola de ensayo contenfa en 1 mi los siguientes rttactivoer: Lam- 
iosfato pot6~iloo 20 M, pH 7, KCN t mM, EDTA 0 ,S mM, 
rno c 0,l mM, sucalnato 20 nhA y preparael& enrlr&tlca. 
a reaccfón se sigue a 550 nm vlendo si aumento en la absor- 
Iivr dptlca con w blanco sfn sucoinato. 
TPNH eltocromo c reductarsa (E. G. 1 .6.2.3 . S e  empletd 
método semejante al &escrito por Sottocasa y eolab, [ 142). L a  
ezlita de reracclb contenla en t rnf 189 afguSenOes reactfvos: tem- 
forifato potdstco 30 M, pH 1, KGN t mM, EDTA O, 5 mM, 
PNH 0,2 mM, cltocrorno a 0 , l  mM 'y preparación isndmátlca. 
a reacción se sigue a 550 nm viendo el aumento en la absorifbn 
rtca con un blanco sin TPNH. 
Urlcasa (E .C. 1 -7.3.3). S e  utiilzir un método semejante 
I
al descrito por De Buve y eolab. 32). L a  mezcla de ireaecibn 
nienfa en 1 mi: tampón fosfato potásico 30 mM, pH 7 ,  urato 
co 0 , l  mM y preparaclbn enzimátlca. L a  reacción se slgue 
290 nm viendo el descenso en la absorción ¿@toa, con (M 
blanco sin upalo. 
Cap-= 
TPclas las aellvidades enzimáticas se expresan en unida- 
s Intsrrnaclonalets , es decir, pmolw & susl~ato transformado 
Las  profefna~ se midferon por el m&odc de Lavvry y 
aolab. ( @ t e ) .  
III. RESULTADOS 
1. Bases enzirn&tlcas de las encrucijadas del oxalacetato 
v fosloenolpi~uvato 
Como se indfcó en fa introducoión, exiartfan ofertas incer- 
mbres en la locallzacfón de tos enzlmas rekaclonados c m  las 
ucljadas del oxalacetato. Por  otra parte, como también se 
notar, la aclaración de la comparttmentactón tntreioelular de 
entlmas componentes & una vla metabólfca Junto c r w l  las reta- 
as con ella es un primer paso neceeaario para poder acta- 
mecantsmos íisiotógicos que cont~oten SU lunclosramtenkc. 
El principal problema estaba I i~ado a la boalízacfón de te 
:o eat-boxtlasa, et prfmer enatma gtuconeogBnico. Los estu- 
inictales de, Utter ( 6 8 )  habfan pare l& tndjcar que, este trnzl- 
se wwontrabe asociado a partfeulas y tos mtudlús del  grupo 
&y (164) habfen señalado la probten6tlcw que s&nfa le 
ta ~ocsalizaclbn de estos dos enzlmas que habfan de actuar 
secuencia en giwoneogénatsis : la pirwaito earboxila~ici particu+ 
y la focfoenotpiruvato carbhxiklnasa sduble. En los estwdlw 
tees de UQer apareela asfmlsmo una porcídn tmporlantet de 
to c&oxtlasa asociada a la h-acolbrt auct-r stn que se 
rase el posible papel de %ata parte d@l enalma. Po@tertormen- 
estudios de Wagte f 163) y muy qspertlalmenle elef gropo de 
eri (59) pereofan lndtcar que esta prlmera Iooallzaefih del 
Ima era fruto de un artefaato porque o bien ia homogenlrao~ón 
Ilente, o bten en presencta da un m d o  satfno an lugar de1 
ual de sa&arosa, hacían aparecer una cankFdiid considerable 
pipwato carboXilasa solubte, suficiente al menos en terminors 
velocidad medida en condiciones Óptimas para hacer frente a 
necesidades del f lulo gluconeog&nlco . 
Todo esto nos hizo examinar e! problema de la dist~ibu- 
subcelular de los enhlmas relaolonados con las encrucijadas 
1 oxalacetato . 
Seubert en su estudio sobre fa distribución subeelular de 
piruvato carboxliasa habfa empleado un rnétctdo simpllflcado de 
tionamlenfo s;nbcelular y sus datos corr*espon&n a una &ac- 
partlculada en la que exfsten nficieos, mttocondrfass , mlcroso- 
8 y olros orgánu10s cefuiares, Por  otro lado la ~lsntldad de3 pl- 
to carboxllasa encontrada en la fracctán nuclear por Uner 
ojaba algunas du&s sobre la naturaleza de las partfaulas con 
que preolpttaba la pil-uvato carboxElasa, Po r  lodo ello se pea- 
lniclalmenle un estudlo sobre el cc%mportamilw&to de las difeen- 
fracctones que se puden obtener por un rn&todo de fracctona- 
tenlo simple por c ~ l f u g a c l b n  6m un medio Isotbnbo semejante 
1- desarroiladw por la escuela de, De, Duve t91). Este -tu- 
estaba princlgatmente, dirigido a la ele&i>n dar un matado de 
lonamtento gi/ypyaitf7amdo en ef GuaI por un lado se aclarase ia 
aleza de ta partfcula con la que sadfmtantaba 1st glWwalto ter- 
sa que apareofa en la k c c f &  nuutear* y por &re qua &&* 
Hase la poslbilldad &e una taoaiiracl& mlcrcslomai deit ~n;olmst, 
que esto supondrfa de hecho ugla localfaaoi6n en el cewartf- 
o cltoplasrn6tioo. Para ello se efectuó el bac~lorrarnlento su- 
uema aparese en tía Flgura 3, en e! que después de una 
era Romogenl~ación durante 1 minuto en sacarosa 0,3 N se 
mate, el homogenado a una primera cent~ifwgaci6n a 600 g du- 
te 10 minufw y el sedfmenlo se resuspande y rehomogenEra 
el mismo medio y se vuelve a centrifugar a 600 g durante 
Figura 3 .  Pracedimieolo de Iraccionamiento dr [ejido 
Homogrnado l / 4  sacarosa 0 . 3  M I I  riiinufo) 
H 
G 600 g x 10 min 
Pr imer  sedimento 600 g 





sedimento 6 8.000 g x 10 min 
600 n I 
Sobrenadante 
G 8 .O00 g x 10 min 
l 
Segundo Sobrenadante P r imer  Sobrenadante 
sedimcnto 6 30.000 y x 20 min sedimento G 30.000 Y x 20 min 
10.00Og 8 .000g  
Segundo Sobrenadanle Pr imer  Sobrenadanle 
r-----h 
- ~ ~- 
sedimento 6 105.000 g x 60 mi" sedimento 6105.000  g x 60 min 
30.000 g 30.000g 
A 
Segundo Segundo Pr imer  Pr imer  
sedimento sobrenadante sedimento sobrenadanle 
105.0OOg 105.000 y 105.000 g 105.000 g 
10 minutos. A gaptir de este momento y en contraste con el pro- 
cedimiento de De Duve (32) se llevan en paralelo ambos sobre* 
nadantes. Primero se le somete a una centrllugaclón de 61000 g 
durante 10 minutos, cuyo sobrenadante se vuelve a centrifugar a 
30.000 g x 20 minutos y finalmente el sobrenadante dta la &¡tima 
centrlfugación se vuelve a centrliugar a 1105.000 g durante 40 mi- 
Los resultados de este fracclonamiento aparecen en la 
bla 1 A y B. 
L a  razBn de esta separacldn era tratar de tdent'lfiwir s0 
slbfe, la naturaleza da fac partfculas; que aparecfan en ta 
celtjn nuclear. Se mtudlaron los slgulentes enzfrnas: suocfnlco 
emo c reductasa, marcador de rnitwandrias (32) ; urkasa, 
dor de peroxlsomas (32); foúfatasa &elda, mr@iidor de ft- 
em (33) ; TPNH dtaarorno c reductasa, m a ~ c a d a  de mi- 
aa (105) y Iceilogluaosa Isomerasa como a ~ ~ S m a  ssáiubie. 
rtnclpal componente de las fracciones obtsntdab, en la rehomo- 
aaIÓn d e l  prirner precipitado a 600 g x 10 mtn. eran les mi- 
Ffrfas seguidas por los lsoaomas y gerox~rsomas, y en mwRa 
p r ~ o r t i 6 n  por los mlcrosomas. Parece evidente que 
antldad & otras parlfculas atrapadas en la h-amD6n nuctear y 
restos celulares e8 fuwi6n de su tamaño (3231, f - 2 0 ~  otro ia- 
tas fracciones proventente%i de la se$mda homogw$zacibn por 
o dta ese segundo lavado pesetan rnenOP fwur-tlcisción por 
clsrmadante, Como con la centrífugactÓn a 8 ,000 g x 10 rnin. 
ue prcscipltaban la mayorfa c& las mltocondrlris quedaba una 
eña fracción qtre lo hacfa a 30.000 g % 20 mfn., se eligió 









hornogenización en sacarosa 0,3 M durante sólo 1 minuto 
entrifugó a 600 g x f ¿J mtn. El sobrenadante se centrifugó 
,000 g x 20 min y el sedimento formado principalmente por 
drias lmpurificadas por mlcrosomas se designa con la le- 
pAm, e! sobrenadante designado Cm está formado por el cito- 
) y ¡a fracción miurosomat (m), que eventuatmente se se- 
tras centritugaclón a 105 .O00 g x 60 min. El precipitado 
ímera centr~fugaclón se resuspende en el rnlsmo medio 
genitaclón y se vuelve a centrifugar a 600 g x 10 mtn, 
pftadc (N ) contlene preterentemente núcleos, membranas 
celulares. El sobrenadante se centrifuga a 30.000 g 
min &teniéndose un sedimento ( M )  formado preferentemen- 
mitocondria~i . El sobrenadante ( G  m') se unió a$ sobrena- 
Cm anteriormente obtenido. 
En la f1gut.e 5 se recoge el comportamiento de las dlfe- 
fracciones. L a  swoFnico cltoaromo c redcecteisa marcador 
drlal aparece exclwlvamente localizada en las fracciones 
y Wim, presentando una mayor actívtdad espeeffioa en la 
6n Wi (esto se debe al mayor nírmero relativo de otras par- 
que precipitan entre 7 .O00 g x 1 O mln y 30.000 9 x 20 mln, 
tabla 1 A y 6). Este comportaroDento del m a ~ e a d e r  tedicm el 
númers de mitrromdrlas que quedan a t ~ a ~ a d a s  m los -tos 
res da la fracción nuciear y que es exiraordinariamentft de- 
lente det tiempo y de la intensidad de la homogenizasl6m. En 
oaso se han empleado además hornogeniaacioneS especialmen- 
ves ( 1 minuto) papa minimizar el poslble daño mitocondrial . 
la fracción percxlsornal como la tisosomal difieren en su 
ribucíón del compoi-tamiento de la succFnico citocromo a, es- 
ialmenie en la menor cantidad relatlva atrapada en la fracci6n 
Succinico citocromo C Uricasa Fosfatasa ácida 
reductosa 
O 2 0 4 0 6 0 8 0 X a  
NADPH-citocromo c Proteínas 
5. Btstribucl&n de los enzima6 mareadorcss de las diferw- 
tes íratafomw telularm en el f~actionamfento stMfisca- 
do. Para el signtficado dée l a s  ebrevlaturas Ver  la Mgu- 
ar. L a  TPNH citocromo c reductasa, enzima íundamental- 
localizado en los microsomao, aparece con rnhima activl- 
wpecífica en la fracción m. L a  parte .del enzima que apare- 
en las fracciones M y Mm proviene en parte de los mtcroso- 
precipitados particularmente en la centrifugación entre 
00 g x 10 mln y 30.000 g x 20 min (ver tabla I A y B) pe- 
a d i é n  de la rnqbrana e%íerna de las mltocondrias que se- 
las estudios de Brunner y Bygrave ( 1 7 )  también forma par- 
esta estruuiura rnltocondriat tan emparentada con los micro- 
En  la figura ea y 6b se exponen nuestros resultados en 
e rwpeota a la localliracl6n de los enxtmas de las encruel- 
metabólbas da1 oxafacetato y del iosfoeno~gfruvato. En e l f w  
studtan las sisuientes ensimas: plruvato aarboxlfasa, oitrato 
tasa, málico áeshidragenacia , glutámico oxalacético triawamina- 
fosfoenolplruvato carboxikinasa como erulmarj relacionedos 
las encrucijadas del oxalacetato. L a  piruveto kfnasa, enotasa 
;osa diie8fatase como enrimas de la er~crucljade del lo~;fo- 
pft-uvalo y glutámico deshldrcgenasa, ei1w;p'omo OX~~BEPB y S=- 
cCto~romo a oxidasa oomo rnarcedores rn$oizondrlales. Para 
:. .. 
la pwsibflldad de que hubiese difarenoias sr?gk el  animal 
ewontrase en sori&cioneHs ~fucon~og~nlcas o nrr g l ~ ~ ~ l l j t u ~ j f n i -  
se tleví, en paralelo este Iracctrrtnamtento aon hfgados de ratas 
malmente allrnentadas y ayunadas 48 horas. Como puede verse 
la figura 6a y 6b el tratamiento dietario sl bien cambia las ac- 
des mlativas de algunos de -tos enrimas no prcduee ningSn 
bio en la dtstqibhaei6n subcelular de ninguno dfs ios enzimas es- 
iadas. L a  piruvato car-boxilasa y la citrato sintasa siguen exae- 
ente la distribucióii de 60% tres anzirnas marcadores mito~ondrialec 
. .- 
lutómico deshidrogenosa Proteinas (%) 
Las bPa~pas puntaada9 E s w  
almemwle aftmccrrr<aclc?s y lae $la 
=y-dem 48 Clo~ais~. N, frac;cf& 
~nltsccmirfsl fmpradNoc$eda ~ o n  m i e r w o m ~  y Cmm, cito- 
sd at~n rnk~mem. 
Malato ae5nlof u r ~ c ~ i u = ~  
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glutárnlco deshldrogenesa , cltocramo oxídasa y succíníco cltocro- 
mo c reductasa que a su vez son tarnbian absolutemente cofnci- 
entes entre sí. De estos resultados se puede deducir la prác- 
nlcarnente t3xclusiva locattaación mitooondrial de estos dos enti- 
mas. L a  pequeña púrcíhn da estos enzirnas que aparece en ¡a 
fracción Cm es prácticamenta en su totalidad soluble, como ke- 
m<ss comprobado separando el citosol de fos mlcrosornas por una 
centrlfu$aci& adOcFohal 1105.000 g x 60 minf . L a  mayor recupe- 
ración de enzima en la fraccibn soluble de tos hfgados provenien- 
les de ratas ayunadas en i-il caso de la piruvato oarboxllasa, cl- 
trago sintasa y glutarnicc cfe:shldrogenasa apwta hacia una mayor 
alteracfón a lo lar@o del procedimiento de extrcleción ds las mtto- 
oondrtas provcanlentes dai animal ayunado (126).  L a  parte de pl- 
ruvato carbox¡lasa y cttrato sintasa que aparecen en la fracción 
N pertenecen a mltoccrndrias retenidas en lo% Parsios celufares 
como puede deciwclrse por el comportamiento completamente si- 
milet. de los enzinas marcadores m~tocondFiales gfut6mtco deshi- 
dt-ogenasa, succfnico citocrori?~ c reductsrsa y e~,tfocrorno c oxide- 
oa. Esto edecnás se confirma cuando s@ somete esa fracción a 
un nuevo subfracd~na~niento c mo el que puede verse en La Ta- 
bla 2, en donde se pueda comprobar que la íracción corrctspon- 
diente a l o s  nbieos más purificados JNpl práctisamente carece 
de piruvato carboxllasa, y glut&mtto desiridrogenasa y su activi- 
dad especfflca dtstntnuye con respecto a Ia fracciÓn membranosa. 
L a  glucosa 6 fosfatasa presenta un aomportarniento similar. 
L a  glvtBmico ozcaiacélfco transafnlnaca y. la máiico dessh0- 
drogenasa presentan en el íraccionamtenlo sfm@!i@f~ado ( fibura 6b ) 
una disirlbuci& " identiea típica de enziim-ls con uria iocaliizactón 
doble, mitwcné)rlai y citoplíisrnática. 

L a  fosfoanolpiruvaio carboxikinasa , fructosa difosfatasa , 
pfrwato kinasa y enolasa presentan Igualmente la misma looall- 
xaclón ciloplasmátlca, lo que plantea en toda su agudeza el pro- 
blema de la regulaci6n de la encrucijada del fosioenolpirweto 
que será discutido mas adelante. 
El estudio presenlado'hasta aquf ha sido realizado en 
condfcfones de homogenizecfón semejantes a las utilizadas por 
De Duve y colab. (32) : sacarosa O, J M a be C. Sin embargo 
Wagle ( 165) habla lndicado que la homogenizacl&n a teinperatura 
arnbtente elevaba ki cantidad de plruvato earboxftaia solublllzada. 
Los  resultados presentados en la tabla 3 no apoyan su preten- 
s1&. L a  homo$enlzaci&n y centrifugacién realixadaer a 25O no 
cambian marcadamente la cantidad de plruvato carbo%ilasa obte- 
nida en el sobrenadanle. Poc- otro lado, Seubert (59) pretendfa 
que la dtfrsrsnata ds sus resultados con rw@pect$o a l o s  ante~lo- 
~ e r s  de Utter ( 6 8 )  dependfa de fa utlltrsicf6n csn su medio de ho- 
rnogentzacleín & trietanolamina 0,1 M. Los rer~lukados~ de la h- 
bla 4 prewntan los valores de la glruvato oarboxilaea partl<3ulada 
y soluble RornogenSnatia en un medio salino, en un rnedlo con sa- 
oarosa y en el medio de Ssaubert. No exlsten diferencias impor- 
tantes fislot<igloamente en la localiaa~~ón bs le plruvato carbaxlla- 
sa s e g h  el M o  rJlit1zado. 
Después de losi wisludios presentados aquf parecfa zanja- 
do eI problema de, la focaShaci6n de la plrwato ca~opcllasa, que- 
dando claro que este enzima precipitaba cast ex~iuslvamente con 
las mitocondr3as. Nuestros resultados no apoyaban la htpótests 
de Seuberl y Wagle de un enzima facilmente adsorbíble al mate- 
rtai particulado oslular en determinadas condtciones pero tampoeo 
lo exclulan &lin9tlvamenle. Por- otra parte, se sabe que la 


mitocondria es una estructura Gompieja compuesta de varias men- 
branas, una externa, otra Interna y de un espacio Interno relleno 
de una matriz: proteica. Estudios de Kllngenberg ( 104) kan puesto 
en ctaro que la rnernbrana externa es perrneablai a compuestos 
qulmicos y macromolÁculas de un peso molecular de hasta 5.000, 
mientras que la membrana inlirrna constituye, la verdadera barrera 
que separa el cornpeirtlrnlento mfloeonefrial del citoplasmátlco. P o r  
anio SI el enzlrna pirwato carboxilasa fuese parte de la rnembra- 
a externa? $e la parte exitjrna de la membrana Interna o dei m- 
cio lntarmesmbranoúo, precipitarfa oon la rnitocondrfa, pero seda 
lnente ecttvo sobre IQS sus<ratoS ~ I i ~ ~ I a ~ m á i i ~ o s .  A fln de con- 
fón ssubmitooandrferl de la piruvato oarboxllass y las ciemás 
lmas retacrtonados ean le encwfjada del ox~ttaeeteito que preol- 
n ~ o n  las mltocondrles con tos resultados que se expanen a 
S e  utlllzd para este fraccioneimiento submito~ondrial el m6- 
demarrollado por el grupo de Ernster (141 ) cuyo esquema 
verse en le fisura 7. Las mftocondrlahi lavadas sita obttenen 
a ~ m t r 7 i w ~ l 9 n  a 8 .O00 g x 10 mtn der un homogenado al 
de hrgado de rata en csacerosei 0 ,25  M (despuias de una pri- 
centrikfsacfón a S 0 0  g x 10 min!. Se vilc3lvan e lavar 3 ve- 
n sacarosa 0 , 2 5  M B ~ Q Ú R  el matodo descrfto por Ejottacasa 
6 141 3 .  DespraAs se someten a un wswelllng" en Tris-fosfato 
pH 7 ,S ,  durante afnca minutos, a un "shrinklng" en sa- 
O,45 M can MgATP 2 rr;M durante otras. t l w o  mtnutos; y 
etan a accl6n de los ultrasonldos a 3 amperta.~ de intsnsi- 

a un gracdienle discontfnwo de sacarosa como aparece en la flgu- 
r a  '9 durante 3 horas a 60.000 g. De esta forma se obtienen 
tres fraucionec: una pesada ("H") que aparece en el fondo del 
tubo de centrffuga formada principalmente por .  membranas Inter- 
nas, una fracción llgera que aparece en la interfase entre 
la sacarosa 1,32 M y 0,76  PA enriquecida en membranas externas 
una fraccldn soluble 
Con el .uso de -te procedlmlc;nto de fracolonamtento apa- 
en cuatro clases de distribución dfferente como puede verse 
la figura 8 y en la tabla 3. Estas cuatro clases de distribu- 
correwponden a tas slgu!entes locatlzaciones mitooondrlaleei. 
enaimas asm3ados a la membrana interna como es la succf- 
/QO ~Ifoerorno c reductasa y la DPNM cfioeromo c reductasa ro-  
a sensible aparecen asodados fundamentalmente a la Iracción 
da H aunque tambieín aparecen, bien que con menor actividad 
cíffca, en la llgera L. Los  enslinaej asaeiados con ki rnttambre- 
externa como la monoaminooxtdasei y la DPNH ottocromo a re- 
retenona Insensible aparecen prácticamente de forma ex- 
asociados a la fracción L y con un gran aumento de 5 - 6 
en la actividad espeeíflea. Los enzlmas procedentes de la 
mftauondriati,conie son la glutámtao de@h!drqjenasa y la m&- 
&shldrogemasa spareoen asociados con ta FrasclÓn soluble S 
menar' propor*ciÓn con la petsada H. Una cuarta clase de 
ucibn es fe de la adenllefo klnasa que s e g b  sot tmsa u. 
puede interpretarse oomo la Ife un enzima procedetpt~ del 
tntermetnbranot;~ asociado a la membrana externa pero 
muy Iáblt. Esta opint6n se refuerza con los rwuttados 
s con otro método, el de la digltonina, que rompe especí- 
ia membrana externa y i~bera tamblen prácticamente la 
L S ' Actividades 




toraiidud @la fa adanii~to kinssa ( f  6 ) .  E n  la tabla 5 so puedan var 
los valores absolutos eje Iss actividades cie, estos ertztrrias en /as 
uistf neas fracciones. 
En asa tabla y en la figura 9 aparecsn i@g resultados de 
la distribución de iss anrimss de !a encrucijada rnitocondrial del 
+xaIrícefa90. Corno puede verse o n  eiias tanto la pirwafo carbsxi- 
:asa, come la cltoaia :sintasa corno la gtutámtto oxaiac6tico transa- 
intnasa pplssentan una '&strtbtrcibn corrcspondlaniú a la c& los m- 
ri,mas de n-atriz mltocon&r!al, Esta Io~flheief6n pueo excluya com- 
letemente ta postbte acci6n bco estos anxfmas sobra sustratos ex- 
amitocondrirakes. 
Los ~09itudios de Kor-nbsrg y Prfcer (71) iievarcn en 1951 
la identiftcaci6n de dos, iaocltrato cieshidrogenasas; la m a  crtliina- 
bts TPN torne ccsustpato y la otra DPN. Otra dtfttrenala impor- 
astrtlaa en que fa Is<x;it~uto &si~hidrcgenar~s DPN depcandfeinte 
es un enzima alctst&rlcro, activado por AMP en tevadura (71 y 
por ADP en tejidos de oi.,~nIsm13~ s ~ e ~ 1 0 r e s  (27, 46, 14s) , ¡o 
que ha hecho postular su l ~ o r t s n c l a  en E*& control &l clolo de 
s (4, 49). Los astudios de Goebeil y Frttie (47) localizaron 
racisam*nte a la isocltrato deshtdrogenaea DFN dependienta, en 
a rnit~con@iria lo que asteiba d6, acuardo acn el a s d a  antwlor. 
Por otro iado la isoaitpato deahlclrogenaa TPN dapendiente tlrsns 
dus toioiliraciones , una citopiasrnática y otra J-n-nilucondrlal . Gomo 
aste anzima no está reguiado y su actividad en las rnitocondrias 
de cierto@ tejidos de rata ccnw et híyado us bu~taírtwi st@erlor tn- 
~fmo a ia DPN dependtents (41 y 145) , SLein y coiab. ( 145 i 
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Citroto sintaso GLutámico omLacético tronsnminosa 
comparlimfentos mltocondrla~es ( 9 45) . Para probar esta posibtll- 
dad se inciuyepon ambos enzimas en los análists de las distintas 
fracciones submitocondrlales. Los resultados aparecen en la fi- 
gura 10 y tabla 5. L a  isocitrato deshidrogenasa TPN dependlen- 
te inifocondrlal se sabía que era un enzima de la matriz f 16, 148) 
y como puede verse en la llgura 10, la DPN dependiente también 
es un enatma de la matriz. Este resultado plantea claramente e9 
problema cle la regulación ds ese paso del ciclo de Krebs. 
Los resultados presentados hasta este momento correspon- 
den todos ellos a hígado de rata. 51n embargo desde tos estudios 
de Nordlte y Lardy (94) se sabe que la dlstribuclón excluslvaman- 
te cltaplasmática de la fosfoenolplruvato carboxlklnasa no es un he- 
cha general sino que hay otroc mamfferas oomo es el conejo en 
el que aparece en su mayor parta como @artlcutade, mlr~ntras que 
en otros como son et cobaya y el propio hombre (132) aparece 
con una doble locallzac1&, por  un ledo clt~Iasm$tlca y por  olro 
rnitocondrial. Se planteaba pues SI en estos animales que tinfan 
la mayorfa o parte de la foslosnolplrwato carboxlklnasa mltoeon- 
drial la siluaclón de egios enzirnaar, eerfa o ono dlferentat a la rata, 
es decir, rslr:,el csnzlma que se sabía precipitaba con l a s  rnltcroon- 
drlasi era o no activo sobre e t ~ ~ t r a t ~ s  (wdramtt~cendrIaIes. En un 
primer momento se abordó el examen de dlstlntas aetlvtdades en- 
xlmátlcas ~elacionadas con la encrucijada del oxalacetato para ve- 
rificar sf el Único enzima con comportamiento radicatm@nfe diferen- 
re era la fosfoenolplruvato ca&a*ikfnasa con los resultados de la 
tebla 6. Tanto la piruvato cgrboxflasa oomo la ~ l t ra to  slntasat se 
comportan igual, siendo particuladas , la piruvato klnasa , enolasa 
y fru~tosadifos!atasa son sol~bles y la glutámieo oxalacélico tran- 




E s  por tanto sólo el caso de la fosfoenolpiruvato carboxlkinasa 
la que presenta una gran variacioil de un animal al otro. Mien- 
tras que en [a rata es casi totalmente soluble, en el conejo es 
preferentemente mitocondrial aunque también parece existir en la 
fracción soluble un enzima ciloptassmático (distinto o no del mito- 
condrlal) capaz de responder .adaptivament% a la dieta (66 ) . 
Por  tanto se estudió la focallzaclón submltocondrlal de 
los enzlmas de la entrucljada metabóllca del oxalacetato y eomo 
puede verse en la figura 1 ,  todos los enrlmas: fosfoernolpiruva- 
to carbaxlklnasa, citrato sintasa, ptruvato carboxllasa, rnálico 
deshtdrogsnase y glutámico oxalac6tico transasninasa aparecen co- 
mo enxlmao de la matriz rnitocondrial. 
2. Enzlmas de la encrucfiada rnftocondriail dtal oxalaoetato 
A. Variación en la actividad de los ensimas. 
Como se, indicó en la Introducctón, la r~gulacioil de una 
vla metabótica puede ejemerse por varlaciÓn en la actlvldad de 
uno (el prZmero Irreversible) o varios da l o s  enrimas que la 
componen o por cambio en la actividad de aquel snzlrna clave, 
cambio en la actlvi&d mediado por urp efeato alosteírico o por un 
cambio da forma. Aunque en los organtsmos superfores 40s mo- 
delos actuates de la regulación áe la rsxpresión g$nica tal como 
se ha venido exponiendo para las ceítulas baeterfanas (35, 64) 
no partsce que en general sean operativos ya que Junto a otras 
p~opledadee inherentes a aquel modelo concreto, las sigulentess 
caracterlsticas de los organismos superiores tienden a amortiguar 







Citroto sintoso Piruvoto corboxiiawi Fosfoenol piruvoto 
carboxi kimso 
Flg. 1 l .  ptstrlbue10n aantpe las dlstlnias fracclones subrnltocan- 
ek.iatsgr de htee~eo de tonelo de &S rantirnaei de fa en* 
c~ucilada rnetabólkaa del oxeitacretato. i.-o5 simlflmdce) 
dts lag abreviaturas se tartplkan en  OS pfb  ds, l a s  O¡- 
Suras 7 y 8. Las frac~foncts 5% obtuvferwr por el 
rndtodo ds Sottoogsa y csoiab. ( 141 ) . 
su pes[ble $r~n~@n&eneia: an) la.. vi*. fYi&t@~ & 80s mBnSelja- 
{SS)  gaor ~ < ; 8  b5811 afta, 8 )  sJ papel imporr&~Ís;ltwo flcgade 
gap la veio17i&d & *~egri~da~lZxl da ¡as pgrtefnaca arn 1s ah;onser- 
vsu9Bn & 8- ntveiw (3s- rnlswu9s 4 124, lZ51, cl !a rnsysr 
coll~O9ncfa m el rnledlo lnta~nb csn r(31aefh ea? &LIS pesfbleo va- 
rteicfcmw &# medo di~tiapno eri los rn?ercorganismas, &] la ma- 
yor wmpte]3Clencl eh la e&Ma eucari&íc%i y n w t m  mayar 9- 
rroclrnimto sobre tdrzes lo91 poctbt& meorantsmoar &a ta emrciw~tBn 
gcadtca wl sattoss sistomorcbi (43, W )  , stsuce, ofeindc Onterm;4nte el 
surinm~ #m p~9DebIeb VPII*¡~~¡WC+S dB) fibd dPJ #OS f 9 n ~ $ ~ &  de, 
una a n d J & .  
En ia l&ia '2 n verse efe&tvameate los oaimbtosr en 
Iac aetfVfCiBdtbdi Ó ~ i m e a r  PmQontrcadabs en tos anzlmas & la a r u -  
&jada bW8tOQSWdd51 eiel o tdm&~85 .  LCW & v @ k  Ebea ~&OB $4W 
afirimsre sursdnao)os, auy>r%sadoe psr s r a m  dr t@fd~ aummt6~1, @e- 
rc  la mcayw perte: etCata alntem, glutbdr;r& ~ I d l ~ & l e o  trian9a- 
fa ha- 
@en ebb m ¡te mloma 1praparci8n ~roxirnadammt~) quo lo ha- 
tw pmtelnaar, pmr lo que prottabfeman<s &* eorreeponden a, un 
ewnr~nro ~ath l l  (le ecrtivldad olno qwr 6 6 ~ ~  wwi -8cua~lcta ds kn 
E 
l e s  pr*$rnep* &fea) c& ayune wraiwfdta ern ter LUUMIdad ds, as* 
junto cm co nt@ &t:tlWwm$,tlwos. Par &PO la& hnto 
la falruvirt~ earb(u(i&a oorao la succlnteo eitocranzo S 
aumaurtein d e t  otaramtía. LWu eNt01enasr empfwdas n0 e- 
& sxclulr & assiea aumento prOdWldo por un red 
a u w ~ o  em la cmae~acl& o lo@ ntvcetse & es4irors aantlimaps o 
m ead ie  iwm~ c m  te c-I$@teMe we~iaetón en IQS vatorw 
(dr7 fw rnis.m@s. 

@-acta cen iap :&le wm&li& mwra~ 
~ W D F  &t t ler&Iaa ( 7 2 )  BQ kr plmweto ~FbaMtIam, m 
Clauoir, PB. b w w  COB ou on J -0 &S -md8ardae qutr 
m w  
~ l n a  &.tata 01~0- 4-1 biwwkror QWE- 
qUipsr 
t.aap-i& jn b 
IQ qrUer imo S 
P.lw ati &@fe (g6L. Kv@& I$dw.*v q- ice t9(5a¡é)n @-te- 
r&ttea\ & & ~ g b 8 t P  ~ ~ d B F ó d t ~ p a ) l s .  I l m  WQ y B B ~  ( 5 ~ ~ l W W r r  
eirsrniauye e100 $&m I W ~ O  aurn101 POP 8 8  arfc con w 
(Jlelol luarte-ewptas r2iwnussl0-rínS~a @ m e  a#lr tei &&a h o S , ~ ~ @ e t c ~ $ r ,  
P@%.o qué. 
p w  &sac?lmi~fQ~~ &a liliB emflp&%c;t~38) b;warrMa dbs Bm w ~ f n w  

de la dieta, le piruvato carboxilasa desciende a la mitad, mien- 
tras que er; contraste la iosfoonolpiruvato carboxiklnasa aumenta 
unas 10 veceís. 
Este experimento además drimuastra una disoctacfón en 
al ~ornportarnlsnto de estos dos enzima@ plrwato carboxitasa y 
por tanto la hl- 
¡mas glwoneo- 
te sentida en 
f 135) con resui- 
C. P la cftrato sintasa en relación con 
la oxalacetalo . 
A fin ds poder Wabafar a concentractones de oxalacetato 
cereonas a fe& fislológtcas~ se puso en marcha un mátodo mpecl- 
neo de ensayo de la clkrato sintasa que por otro lado fuera apto 
para ser empleado en extractos crudos y preparaciones poco pu- 
rtflcadeis eEBI enxlma. El fundamente del m6todo pueda verse en 
la figura 12. Se forma oxalacetato radioactfvo en e! propio tubo 
de ensayo a partir de a s p a r t a ~ o - ' ~ ~  mifwmemenle marcado y 
oc+cetogiularato por acei6n das b ~lutámlco oxatac6tfco transarnina- 
m. El citrato radioactivo formado trae reiacción Uon el aeetil COA 
atatizado por la citrato slntasa se separa cromatográflcamente 
del aspartato como se ha explicado en material y m6tociio-s. En 
el caso dei eltrato se puede usav tanto el medlo de eluctón bási- 
co ( n-propano¡-amonfaco-agw 6 : 3 : 1 ) 6 el ácido (sec butanoi- 
acético-agua 6: 1 : 2 )  . L a  radloactlvldad se cuenta en un oontador 
de radioactividad como se ha explicado en material y métodos. 
. . 
Tiempo 
12. Ensayo fsotópfco de la cit~ato sintasa. Doaendencle del 
t i o n t ~ o  de lncubacl6n v de Iú concsntraci'6n de enaimq, 
La mezch de rearict6n mi& formada por t~lettarroCamlna 
pW 7 100 mM, aspartato O, t mM (300 .O00 &mi, 
tu-cetoglutarato 0,l mM , gluiámko axaiao6lleo transa- 
mlnasa 1 unidad, Tritón al 0,4%, a~e$it-CoA 60 $M 
y '1 0 $1 (0 ) ó 20 $1 ( ) respectivamente de la frac- 
ción particulada del hfgado 130.000 g x 20 min) al 
Como se observa en ia tlgura 72 la cantidad de radioac- 
tividad medida como citrato es lineal con el tiempo y con la con- 
centración de enzima. Los tubos testigos en donde se suprime 
el acetll COA o el cc-cetoglutarato provocan la desaparición del 
cltrato radioactivo hasta valores indstectablea. Igual respuesta se 
observa cuando como luehte des enztma se añade oitrato sintasa 
urlficada de corazón da buey Sigrna o Boehrlnger. 
6on ate '  método se ha rnedldo la K m  para el oxctlaceta- 
de la cltrato sintasa da hfsado resultando muy baia, del or&n 
low6 M. L a  presencfe de $alas KCI 0,1 M, NgClz 5 mM y 
2 0 , s  mM produemfi urfa peqwña dlsrntnbcctbn en la affnldad 
unrimia por $u stmtrato. y ei¡ su velocidad d l n í a .  f FIg . 13) . 
Ds tos ete&#' '*9ulado~ea descritos hasta el momento en 
las cltrato gtntasass de distintas procedencias: lnhlbfción por pal- 
mltll-CoA ( 171 ) , o<-ciatoglutarato (178), ATP ( 5 7 ,  928) y 
DPNM f '167). et prlmesro se ha demostrado (143, 151) ser un 
eteao detergente tnespeuifico y etnsayado por nosotros en prepa- 
r a e t ~ e s  no purificadas no pudo ser encontrado; el re@mdo pa- 
reoe estar limitado a ciertas bacterias t 168) y s¿io al tercero 
ha sido defendido por Aikinson (3,  4)  como de gran valor regu- 
6ador para el eício de Krebs de wla amptfa s&e da, organismc~~s 
entre elfos las células de las mefmffe~os, Sfn emba<-ge el efecto 
fun&rnenlat del ATP pareee ser sobre la af lnwd def acetfl-COA 
(57, 128) y como puede verse en la ffgura 14 apenas atecta la 
aflnided del erlzfrna por el oxaiacetato. 
Quedaba por invasttgar la acción d e l  D P N W  sobre la ci- 
trato slntasa de hfgado, pero al no tener una p rwrac ibn  purfft- 
cada del enzima la máltco cbshidrogenasa abundantemente presen- 
te en la rnairiz m2twondriai Interferirfa con el ensayo. Po r  otro 
o- 
1 -,:. --------. 1 
L a  meaclei ds reecaión wt& tompuwta por toa mlsmcs 
reeclivcrrs que tos de la figura anterior. L* gráfica, de 
puntos ilenos 0 1 ,  corrrssponds B la reeiccl¿n en awsn- 
&a dea egalea, áe la que se puede calcbi5r un& Km 
5 p y una Vmax 1 0 , s   gr. Loa cfrculos ( o ) 
corresponden a le, ~eaccl6n en pr-emla de KCI 
0,1 M,  MGIs  S mM y MnCIZ 0,h mM: Km 4@ 
y Vmax 8,2U/gr.  

6 6 .  
n de DPNH itbre en el interior de La niitc- 
rande (tabla 13) por lo que sólo un efecto 
er Importante pare la rwulación de la cI- 
el otro plridfn nucle6tido reducido, st TPNH 
estas diffcullades se ensayci con los resul- 
en la .figura 15. L a  Kf del TPNH de 0 , 6  mM 
buena correlación con las coi?centraciones de 
las m3teeoncirlas de hfgado de rata f tabla 13) . 
le%i no modifica grandemente la respuwta del 
o hemos podlcjo probar %t DPNH frente a la el- 
mitocsondria de hfgado, los resultados da la flgu- 
la tnierpreta~ián d e l  TPNH como poslble eftaoto~, 
@e prezientan los efeotos bDI DPNH y TPNH so- 
sintasa purttiGetda de c o ~ x d n  de buey y no se pwe- 
clifemncias en el comporiam~ento frente a ambos nu- 
W w t r a  Interprctacl6n hace uso del conaclmi@nto que 
las concentraclwes Itbres de ambw metabolItos, que 
de un arden de magnitud a favor del TPNH. 
des dn&icaa de la d t t c o  &ehidrogenesai mitocondrial. 
Aunque de este enzima a% hcsn he&@ muilitud elte eisludtoca 
mucho m&s cornptetos t30, 7 8 ,  l l ! ,  112, 119) que sl 
presentarnoc, los tiatoa cansegsguldes aquf kan sldo obte- 
a pW 7, orircano al t¡srfoib$lco, para el que apenas existen 
y con enxima de hfgado de rata, que tampmo ha sido w- 
. El uso de la fluorometrfa ai aurnentcsr la. séindbili&d nos 
rnfaido tbabajar a unas conoentraciúnes de sustratos en el 
K i  TPNH'0,GmM . 
9. Efecto del 1-PRlt-4 s&rc 13 üfinidsci 68 !a ~ I t f a m  ~inícisa 
de kí:wdcr di? pata po? al oxalar=etPto. L a  zmazsZa de 
~ a a ~ d f í l n  contenla Imidazol W C I  40 .%M, p H  7, aspapte- 
to 1300.000 dpm) y m-ceiogf@arato para dar oxataceta- 
io a las con~e3ntraciones que &e Indican en la flgure, 
acet9lbCoA 160 @M, giutárnico oxalac6tico transaix-elnasa 
1 unidad, KC1 O,¡  M, M9C12 Q , 5  mM, Trtt& O,4% y 
10 $11 de una preparacih mitocondrfal al 1/50. 
SPNH v T P k W  30br-3 la eilrittu siniaria 
k d s '  ccra~ijp, de buav. Las nriarr?as sondi- 
c i ~ f m s  que É~R fa fisura 75 excepto que en v m  ckj 










































m o sin odiciones 
a + 2 rnM alonina 
u o + 2 r n M  Mg ATP 
C 
3 x 2 r n  M alanina y ZrnM Mg ATP 
F13. 43. .&ciivaciln por FGP O@ !a ~iruti'iito kinasn do fafsadc. 
Efecto de los lnhibldorss alos$driccs. L a  p l r m t o  ki- 
nasa se ensilyj a 1e:nperaiur-a arnbienfe corno se irccjl- 
cn en i-natrrisl y ;n&todos a una ccncontraci6n de Pos- 
iocnolplruvnto de O , !  rnM y a las concentracfones de 
FDP que se indican en la figura. Los extractos se 
preincuban a 3e0 durante media hora. 
U 
o sin adiciones o + 2 rnM Mg ATP 0 4  / / . +O,l rnM FOP t 2 r n M  Mg A i P  y O,, rnM FDP u 
l / [PEP]  IrnM-1) 
I I 1 I I 
1 2 3 4 5 
[PEP] (mM) 
Fig.  44. Efecto del ATP 9 FDP sobre fa piruvato kinasa de 
corteza renal. t o s  3xtrílr;tss se preincuban a 3ee 
du~ante rrledla hora. L e  pirwatu kinasa se e r w ~ y 6  
a tecrjperatura ainwieriie corrto se indica en n~aierfai y 
Flg. 45. Efecto de la alacllna v FDP sobre la piruvato klnacaa 
de riñón. Las condiciones son las mismas que en la 
figura 44, excepto que 10s extractos son de ~tñbn 
total. 
o sin clanina ni FDP 
o + alanina 2 mM 
e + alanina 2mM + FDP 10gM 
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carboxliaéia citop~aarnática. Eete compuesto, activador aloslárico 
necesarlo (160) ,  se produce en e1 interlor de la mltocondrla de 
acuerdo con nuestpa concepción actual y,  era un requertmtento 
Importante porque si los resultados da Seubera hablaban de sufl- 
ctente pirwato carboxilaea cftoplasmiiitlca para asegursr et flujo 
gluconeogéinico, esto era en t&~minos de actlvldades medidas en 
condic lon~ *timas de sustrato@ y activeidor. 
Sin embargo, como se ha vtsto en nuestra secotón da 
resultados, todos nuestros esfuerzos para reproducir 1 6 s  hallaz- 
ga?a, de Serrbert fueron Infructuosos y tras la puesta a punto de 
un m6todo da, ft-accionamlento submltoeondrial nuestra tdrsntifica- 
c i h  (83a) de la plrtsveio carboxilasa como enztma soluble de la 
matriz mitocondrfal dejaba en nuestra ophlbn zanjada compteta- 
mente la cwstlón, lo que quedó demostrado p o ~  la aparhtón de 
clncrrp rwultadocs semsJantm obtenldcs Independientemente por el 
grupo da W&eiand (92 ) .  L a  evolwi6n en ef punto de vIsth deei 
propio Seubert al respecto e@ claramente l d ~ a t l v o  de lo funda- 
do & nuestro@ hallazgos. En una comunica~ibn f 166) a la $%% 
contemncla de la Socledad de dluFmlw BIoldglca atemana 
(Gerttlngen , 1 S70 ) Infsnta re in te~ re ta r  ew rw~~uftadoa como fndi- 
cativos de una kcpoaitxasldn da ¡a p t ~ w a t o  ~arboxitassa en wl com- 
partimietnto de la mltocondrla diattntc que la glut$mico áesh íd r~e -  
nasa, lo que no apoyan nuestros resultados. Otros resultadas 
semejantes a los de Seubert eon plrwato carboxilasa drs tejido 
adiposo í 1;s) fndicativw de una porcián eltoplasmátlca del enzi- 
ma podrfan deberse tambldn al escape del mismo de tas mltocon- 
dplas rotas durante el Procesa da hmogenlzactón, ' como por otro 
lado confirman resultados ~cienlemente aparecldafs (85) en donde 
estudian la Iccatizaeión de una am~lta serla de enzirnac en el aejldo 
adiposo de rata y efectivamente la ptruvato carboxílasa aparece 
exclusivamente localizada en la Draccidn particulada. Algo seme- 
jante podrfa ocurrir eon !os resuiitados de doble focallzacl6n de 
la piruvato carboxilasa de glándula mamarla (51 1. Los resulta- 
dos inmunológlcos del grupo de Ballard (7a) al no encontrar di- 
ferencias entre el enrlma Atenido ds la fracción soluble y par- 
ktcuiada de9 dfstlntos tejidos de la rata apoyan nuestra coneluslón 
de que el enrlrna esta exc~usivetmente loeaiizado en las mflccan- 
drias. Quedarla pues sblo la célula de levadura como poseedo- 
t-a de una pirwato carboxilasa cttoplasrnática. Su regulación 
( t 56) , ma~cadamente distfnta de La de mamíferos , estaría pues 
quizá ligada a su dlstfnta localltaclón. 
Po r  otro lado o1 los eStudlos Inlclales de Ldtier (68) ni 
los Últlmos del grupo de 'aieland (12)  aclaraban el origen del 
meto de la ptruvato carboxfiac~a par f l~~ lada.  Utter encontraba 
una fracoibn consid%rabia! de enzima en la fracclbn nuc-lar y 
Wleiand al utlllzar el m&&o de extraccfón diferawiat de Pette 
(47) $910 puede decir que ei enrlma no es soluble pero no a 
qu6 clase de partlculas está asoolado. Los reisultadota que pre- 
sentamos étquf sefíalan  lara amen te que en el hfgado da rata la 
totalidad, o al menw la gran mayorfa de iá p k ~ a t o  eairbwila- 
sa se encuentra eoeiada a Ias rnltocond~las. 
Aunque la locrcidizacl6n d% la plruvato carboxilasa era el 
gr&lema más importante planteado, reexamfnarrios kamblén el 
resto de los eínriwias radacionados con fas encrucijadas del oxai- 
aeetato y fosFosnoipirwato. E1 grupo dg< Pegte f 103) y al & 
Wielanci [ 2 habían identificado ia ciitrata sintasa simplemente 
ccino paretculads debido como ya hemes inalcado al rn6todo em- 
pleado, Nue&Pr<;s r@su!todos indlcctn que de t-oodo rnayordrarfo este 
128. 
enzima se encuentra en la matriz mitooondrlal de modo análogo 
a la pirwato carboxilasa. L a  succínico deshidrogenasa aparece 
también como exclusivamente mitocondrial (32) y asociada a la 
membrana interna 14 1 ) . L a  glu(ámico ~xalacético transaminasa 
y la malato deshidrogenasa aparecen con una doble locallzac9ón, 
mitooondrial y citopJasmática, como ya se sable (90, 134) y se 
ha identificado que la glutámlco oxaíacético transamlnaea mítocon- 
drial se kcuentra' localizada en la matriz mitocondrial como la 
matato deahidrogsnasa ( 141 ) . L a  fosfoetnolplruvato carboxlkioiasa 
de rata, la plruvato kinasa, la endasa y la frwtosa ditosfatasa 
son enzlmas cltcplasrnáticos. En el hfgado de conejo la fosfoenol- 
ptruvato carboxlklnasa es mayorltarlamente partlculada y 10~¿Bfi~a- 
da en la matriz mitoecndrial y el resto doa los ennimas examtna- 
dos se comportan de modo semejante a Iw de la pata. 
Po r  tanto de todo ello se puede conslulr qwi como se 
ilustra en la figura 46 en la c $ l ~ l a  hepática de rata exlstewl dos 
enarueijadas del oxalacetato. Una está situada m la matriz mlto- 
condrlal y compuesta por las reacolones catalirades por los si- 
gulentes ~ñulmas que tienen el axalacetatocaomo sustrato: altrato 
sintase, malato deshidrogenasa y glutdrnfco oxalac6tico transarnt- 
nasa. L a  piruvato cpprboxllascr , el enzima productor de axeitace- 
tato tarnbien llene esa IocaIkzacfÓn y la succfnfco dashtdrogsnasa 
que tlaner un sitio ligante para el oxalacatato, lnhlbldor da esta 
actividad, tanbibn es capaz presumiblemente de ligar el oxalace- 
tato de la matrlz miDocondrIal aunque no exista una demostración 
directa de que efecttvameante ese sitio tfganta esté sltuado en la 
cara interna rnitocondrtal y no en la externa. L a  otra enoruclja- 
da del oxalaceiato, ciiob~iasm&tica, está compuesta por las reac- 
clones catatizades por Ics siguientes enzlrnas: malato deshi&oge- 
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Ffg. 46. Encruciladas metabólkas del oxalaceteito en hfaado 
dP1 rata. 
L a  encrucijsda d e l  6osfoenolplruvato es, en principfo , ex- 
cluslvemeeile citoplasmáiica y estd formada por las reacciones ca- 
talizadas por la plruvato klnasa por una parte y ta snoiasa, el 
resto de enzimas reverssbles de la parte central de la cadena 
giicolhtca (fosfogllcerato mutasa, Dosfoglicerato klnasa, glicerat- 
dek!do 3 fosfato deshldrogeñasa, trlosafosfato isomerasa y aldola- 
cal y !a fructcsa difosfatasa aomo primer enzima irreversible en 
glu~oneog&nesls, pcr  la Etra parte. 
En el hlgado de conejo (figura 47) la modificación m& 
Srnporiente es la dlstlnta localisaotÓn de la fosfoenolpiruvato car- 
bwfkfnasa que forma parte de la encrucijada del ~xalacetato en 
la matriz mftocondrial . 
Regulaci6n & tars sncrucl!e&s de l  ~xalacsieto 
Una vez resuelto, al rwnos &antro de ias posibflldades 
de 13 meiodologia act~ull, e1 grobtca:na de 161 distribución (38 los 
dtstintcs enxfrnas en tos diferentes compartlmlontos crslula~m va- 
mos a -=mimar Icm pr&lsmüs planteadas, en la rwulaef6h del 
f!*lj:o ~lueonwg&n~oo. Cono se wienciionú en k Intr&ucalÓn, tos 
preeursoh-%s ~fucanetlgémI~0t5 1n6s tnpartsntes son de tres tipos: 
a) amlno$c!dos giucca?esc;Br\lcos, b )  Izctato y plruvato y o) glI- 
caro! y atros prodwc&os qus entran a nivel cfo trfossfosfato. De- 
janci:, s un ledo el glicerol, fos das primeros grugos son pre- 
curssres de cjlw.osa que han de pasar por et nivel de oxalase- 
tato y que dek~i-mas d?ss%tir aqui, asf cowa sus postbies Interre- 
:zclo~es con otFoc, ph-wesos matab6llcos. 
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Las arninociicidos gluconeogQniecs pueden divfdirse en va- 
rios grupos: 1. aquellos que por su transformación dan ptruva- 
to, tales como alanlna (trfptófano), cistefna y clstina, hidroxipro- 
Ilna, serina (gllcina) ; 2. giutamto f gtutamina) , arginfna, crn l i -  
na, proflna e histldlna que van a dar a-eetoglutarato; 3. vagina, 
isoleuclna y treonkia que &rán succfnato y 4. fentlalanina y tiro- 
slna q m  ynn n dar fumerato, y aspartato fasparpagtna/ que va 
a dar omlaoetaro o fumerato como comentaremos se8uidamente. 
C-.s irnportanola de los arnlnoácldos como precursores de, 
glwosa viene trtdtr;nda por su n6mero asl como por la aqooiaalOn 
de un pprocescir gluconeagéntco como es e1 ayuno oon un cfesaenso 
conside-able en el cerntenldo proteico total de la fraccibn soluble 
d e l  5fgado (ver tablas 1 1  y 91. Sin embargo posiblemente faats- 
re de pep.m~pabllfdad hacen que el amlnoáaldo gluconeog&nhso &S 
importante pmre el hfgado sea hs alanlna (84) m9entreis que el ñ- 
ñón asapta ateos Gamo aarr el glutamato y nct la alenlna (13). 
Sin embiiirgo, la formaclán de glucosa a pertir del pool general 
áe amlnoétldas edghniols o del grupo de amln&cldos plasmzitl- 
ocrs sekctlvamente perrneables liga claramente e¡ p r ~ ~ f i ~ o  de gfu- 
coneqp$nesk can al ciet urc~osbesls. El p ~ ~ ~ c w s o  de ureogjbesls 
permite la slirnfnaaiBn edet nttr-no w isrnier de urea que es ex- 
creta& por el túbule reaaf. Los do5 nltrdgenos da la urea pro- 
vienen uno &al carbamll fosfato slntetlxado - %$ Interlw & la mi- 
toc~ndria a partir de ionhi5c am0~iio por r e ~ c c i &  calatizada por  $a 
e~rbsmilfosfato slntetesa 
N-acetílglutamato 
P-1603' + N H ~ ~  i. 2 ATP P-CO-RIH2 9 ZADP. '&  Pf 
que por rmcctón con IA srnltina va a dar oitrulttna. EE otro ni- 
trógeno proviene dal aspartato que rea~cionará en e8 cttoptasrna 
aelrsler aan la citrccl8no d d o  a~~lnfkhaiuoQlmao, r@aoc?cj.n mc?rltzag.la 
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Sln embargo las condiciones de gluconeogénesis coinciden con 
una condiclón general de movilfración de los depósitos grasos y 
aumento de la lipollsis y oxidación de ácidos grasos en el hfga- 
do y otros tejfdos ( 9 1 ) .  Los enzlmas del proceso de oxidación 
cb ácidos grasos son inlramitocondrlales ( 9 )  y tienen como pro- 
ducto final residuos de aceZil-COA y acetoacetll-COA, Esto tiene 
como resultado el aumento de los niveles de acetil-COA (144) , 
y especialmente cuando se calculan en los distlntos compartímlen- 
tos celulares el aumento de. los niveles del acetll-CQA intramfto- 
condrlal (175). Todo esto liga estrechamente, aI menos ternpo- 
ratmente, la gluconeogénersis en organismos superiores con otro 
proceso importante, la cetogélnesfs. L a  producción de cuerpos 
cetónlcos se puede racionalizar desda el punto de vista del meta- 
bolismo hepeitico, como una vía que implcb la acumulaclbn de 
acetil-COA y que permite conservar un pool libre d@ COA que 
asegure ta cont1nuldad en el procemo d@ oxidación de Pícidos gra- 
sos que va a suministrar la energía necsaarla para la cétlule he- 
peitica. Desde eI punto ds, vista del metabolismo general va a su- 
mlnlstrar unos compuestos como son los euerpos cetánicos que 
cuando no sobreaasan lfmites tÓxlsos, son kavarablets a la homeos- 
tasts general pues son fácilmente utlliroados para obtener energla 
por una serle & tejidos4 como el músculo cardiaca ( 177) e Inefu- 
so por el cerebro (97).  
Un problema que he señalado Utter (158) con respecto a 
la regulación de la actividad de la piruvato csrboxilasa por su ac- 
tivador acetil-CcA que par- que la constante de disociación [Ka) 
de la plrwato carboxilasa es tan baja ( 2  #M a pH 7,8 ( 158) ) pa- 
r a  que el en$ll.ka esté totalmenta activado en todos los valores de 
acettl-COA rnitacondriaf , incluso cuando no hay glimconeog&nesis, 
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ya hemos indicado entran a nivel de precursores de oxalacetato, 
b) la aparición en el desarroiko de la piruvato carboxilasa con 
anterioridad al nacimiento, primer momento gluconeogéntco en 
contraste con fa f&foenolpirwato carboxlklnasa ( 7 ) ,  y c)  et ter- 
cer argumento viene del abordaie nutrl~ional presentado en la ta- 
bla 8. Como puede verse atlí, una dleta rlca en glucosa qw re- 
prfme casi totalmente la fosfoenolpirwato carboxikinasa produce 
un aumento en la piruvato oarboxilassa. Po r  otro lado una dieta 
hiperproteica fuertemente gluconeog~nica pero rioa en precurse- 
res de los intermediarios d e l  ciclo da Kr&s produce junto e un 
fuerte aumento de la iasfmolpirwato cat-boxikinasei, un deseen- 
so a la mitad de la piruvato carboxilasa. Podrla ser que todos 
estos electos sobre la concentracl6n aparente &I enzima estwle- 
ran relacionados con la sfntwls cbel hotoenzima más bien que con 
la del epmnzlrna, de modo serneJante a lo que Kornberg ha en- 
contrado BQn el enzima dc9 un bacflo termdfitc en el que k f o ~ m -  
ción del holoenzima a partir de la biotim y el apoenzimet es acti- 
vada por etoetil-COA e inhlblda por aspartato (22) .  
L a  encrucijada mttocondrlat. 
Los  ~esultrtdo~ presentados en asta tesls demuestran que 
loa enzimas mit0~0ndPiale~ que tienen oxalacetato corno sustrato: 
cltrato sintasa, melato deshtdroganara y gfuiamato oxafacético 
transamfnasa, están localfzad0~ en el mismo compa~timlento mito- 
condrlal que la plrwato carboxflasa. Vamos a discutir primera- 
mente por separado las propledadw de estos snzímas para pasar 
luego a dfscullr el dastlno ulterior del oxalacetato formado. 
L a  citrato 9inLasa es un enzima en el que se ha trabajado 
bastante tratando de encontrar prwledades de posible in$er&s re- 
gulador. Atkínson trabajando con enzima de levadura ( 57) encontró 
un efecto inkibldor por ATP que era competitivo con eI acetil-COA, 
el otro sustralo del enzima. El ADP y el AMP son llgeratnente 
fnhibidores pero cuando 1a actividad del enzima se computa frente 
al parámetro Introducido por el propio Atktnson, la carga energé- 
tica (51, se obtlene mayor lnhibfclón conforme mayor cawa ener- 
gética existe. Este efecto se ha encontrado en otros tejidos anfma- 
f e 9  ( 5 7 )  lnciuy~tndo el hfgado de rata ( 6 5 ,  128) pero su efecto es- 
ta lfmitado a ser cornpetiltvo con el acetil-CQA y no con el oxaface- 
tato. Como an las condlclones gluconeogénicas el acetit-Ca4 aumen- 
ta, esto disminuye el posible papel efectivo que pueda tener este 
efecto sobre la regulacfón gspeolficamantcl en gtuconeogtbneets del 
flujo de oxalacet~ito a citrato. P o r  otro lado, para la citrato slnta- 
sa de corazón de cerdo esté descrito que los meteles dlvekntes a 
concentraciones ftsiol6sicas contrarrwim rst efecto áel &TP (741, 
aunque, existen datos (34) de que la comentraclón de MQ*" l ibre 
intramitacondrkhl es beiaatante baja, pera eso puede ser prhtetsa- 
meirte fun~lón de l  A4s4' quelado por  nuclGrdtldos tales como ATP. 
Todo esto hace bastante problemático el inteds de este afecto en 
la re~ulaoi6n de la citrato eslnlasa en relactón a su poslble compe- 
tición por et oxeilactstato formado en gluconeog8nesls. 
En ese sanlldo el eieeio dwcrito aquf por l o s  nu~leótidos 
DPNH y VPNH Cflguraris 1 S y 16) especlalmeprte este tlifsnc euye 
concentración en la mitwondrta ftabta 13) cts del orden de 3 mM 
y que kr Inhibición es competitiva aon el oxalacetato podrfa tener 
un cierto interés en el controt del ciclo de Krebs. Esta tntwpra- 
taclón estaría apoyada por el hecho de las grandes variaolones 
Qn el nivet de reducciÓn del TPN con los d9ferentes tratamfentos 
de las mltocondrtas (90 - 2% f 92 ) ) . 
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tablas $1@ISRSw 0 5 y f la. LigsB ~ I B C I C I R *  eaiilcutadase 
& t%>3ii$ra:wun y aetafs, # 973) y de KP- y V 
L a  cinática de la m&llco deshldroaenasa que se pusde ver 
en las figuras 19 y 20 es compatlbfe con un mecantsrno ordenado 
de unlón de los sustratos al enzlrna, tfpfco de las &shÍdrogena- 
oas ( 8 2 )  aunque no se puede descstrtar sin realizar estudios por 
Inhfblclh por producto un rnecanlcrno *lrandomw en %l que la unión 
del segundo sustrato no afecta~ü a las constantes de unlón dtal 
primero. en cuaaio a las constantes ctn6ticas nuestros datos pre- 
sentan el tnterk's de eetar &tenidos a pH ftsiolÓg#cos y con enzl- 
ma provenlente de mmltoeondrias de hfgado (ver la tabla 14) .  Pue- 
de verse en esa tabfa fa reduoción sn valores de tas oonstantars 
clneítfcace especfalrnente en lo que @e refO~~e3 a las elsJ ta dlreaIÓn 
oxalecetato --+ malato. 
L a  cin&loa de la M r n O c o  o%alac&táticc trcansamtnasa mtto- 
condrioil que se puede ver en Las ftgures 21-24 aorresp~ide a 
unat cin&tcei de paralelas compatible con w mecainlsrno plng-pong 
bl  bt &e etsciietih de los sustratos al enzima, tlpíao & /as tpansa- 
rnlnasas (82). A la concentración f¡slol&ba de glutamalo, aire- 
dedor de 5 mM, ia Km del oxalaeetato @S && orden de 3 0 @ ,  
mlentras que a concentrac!bn de aacahcetato de 25@ la K m  del 
glutarnato es 1 mM. Como conscecuenola de su mecisnismo, a con- 
centraciones Inferloriis de oxalacelato ser& aih más baja lo K m  
del slutamato . 
Pasemos ahora a cona id era^ el destino uitertor del oxal- 
accatato fwmado por fa p!ruvalo carboxllaso en la matriz mftocon- 
drial. Una sotución podrla ser que ese cxatacetato sellase dipea- 
earnente crl exterior y allf fuera procesado ssguidamente por la fos- 
foenolpirwato earboxikinasa. Esto nos vuelve a llevas al proble- 
ma de la permetabilldad nltocondrial, problema que nos pai=ece 


este proceso sea más limitado in vivo qw ¡n vitro. Todo ello crea 
un entresijo de !nterrelaciones y posibles eompetioiones muy difícil 
de evaluar en el momento presente en que para mayor compltca- 
oión nuestro conoofmiento sobre las permeeibllidadtts de todos los 
compuestos es aún claramente Inoompleto. Po r  ejemplo no se sa- 
be nada de los requerlrnienios de ¡os intermediarios cie¡ clclo de 
la ur&, cllrulina, ornillna, ata. para entrar o salir de tas mito- 
cond~ias a en otro orden de cosas e8 que Chappeli y Robinson 
(26) digan que ei bicarbonato no as capea da penetrar en la mi- 
rocondria í y por ~xtenuión lbloa de salir) planiea una serie de 
probiernas como son lisa de ia saiiPla del C02 p~ovsnienfe da, las 
oxidaeíones decerboxllativas, problemas de un In terb  &ciente. 
Vamos pues a resutntr breverriente lo que so sabe =&re permre- 
bllfchd rnitoaon&iat ( 2 6 ,  63, 87 1. Ner se ha poalido &mostrar 
perrneabiiidad papa si CI" , BP", blC;'Ca*, so4*, NOJ", lumara- 
00, malealo, rnetllrngikaio, rnetlliumarato, dlkMroximafhtatto, n-butli- 
matohalo, 2-fécnilsucelnato, franPsa~onitato y propano 1 ,2 , 3  tricar- 
baxiiata, aunque en este últtmo cae0 &os rersultadw da R o b l r W ~  
y mtsb. c m  mifmondrisu & tejido adiposo Wuwcen indicar que 
sí perimea í 1 17 1,  En santSdo es irnportaMo t e 3 h ~ ~  en cuenta 
que Ocs resultad- ne~aHvoG c-gtán más abi@rtoi$ a correcctón futu- 
r a  que, Ios positivos, puw pueden significar sdamente un retquert- 
rnfento especíal que no se tuve en cuenta al diseñar el experlmert- 
to. Las sustancias que psnelran son: a) aqu6llas para las que 
no ha sido posible e;iconWar transportador: plruvato, hldroxfbutl- 
rato, atetaacet~to , acetato, ac. grasos y anienes no polarizables , 
coino Ia az?da y et c-GF*I" y $1 aquáillas pare ¡es que hay pruebas 

Lardy (79) a gastular la salida del oxalaoeiato mitoowrdrlaí en 
forma de aspartato produotdo por transaminación o de malato 
obtenido por desh!drogenélci9n. Nuestros ~esultados sobre la 
exclusiva locallzact6n lntrarnlt~condrfal & la plruvaeo ~arboxita- 
sa apoyan fuertemente las ~onolwiontss de Lardy. 
A pesei- de los aportes mayores de uxalaeti9alo y ace- 
gil-COA en condiciones gluconeog&nlcae el flujo a través del ciclo 
de Kpebs est& dlsmlnufdo (91,  170) .  Esto se expltca desde un 
punto de vista telaoliigico porque et D P N W  necesarto para la ob- 
tenelen de ATP a travas TjB l is cadenas widntlva y IosOorilaliva 
prwtene ea estas condictoners en buena paPb de ta exfdaiet9n de, 
áctdos grasos. La disminualdn en la citrato tiasa con et ayuno 
1 , 133) e investigac9ones de Lardy (164) y ds Felfclolf (40) 
petreeen ewlulr  el citrato como fntermsrdtarla de la salida del 
cwalaaeteto & la mttocondria. Los vaiotwS de ka te&& 7 y de 
las ffgurw 13, 19 y 22 wprearadaai etn forma de cetpac4&tles m&- 
xlmes refativas de consumo de oxeta~~tato para cada enzima 
fVmaw/Km) son: 190 para la dlJco dsRidrogenasa, 1 pera la 
glutámioo 0xa+ac6tlco t~ónriiaminaso y 5 para la o i t~a tm asintesa. 
S1 tuvt&rarnor~ que prestar s6to etenctb e atas cifras, clara- 
mente ta d l i c o  deshldrogenasa serfa ta que debería actuar pre- 
ferentemente sabre el nwilacetato formado por Irs p frwato  carbo- 
X ~ ~ ~ E Í P J ~  Sln embargo, In vi- estas dfferenelas grobabiemente se 
ooncrelan en que la prcbabilldad de que la m$J100 dwhicfrogenasa 
esté en squftibrio o cerca d e l  equilibrio eéi muy ~ranck, y que por 
tanto Ia conccsntraciiin de oxalacefato debe de ser muy baja* lo 
que poi  SS solo no puede e»rglícar fa dic~~incbc9h en el flujo a nt- 
vel de la citrato sintasa sl simultáneamente la giutánzlco oxalac&l- 





mitocondrial de hrgado de pollo encuentran una clnética compatible 
can un mecanismo ordenado pero con una K m  para el oxalacata- 
to de 4 mM. El estudio del grupo de Lane (24, 25) sobre el en- 
zti-na de mitocondria de corazón de cerdo obtiene una Km para el 
oxalaceiato, de 0,1 mM. Holten y Nordlle ( 6 2 )  trabajando con hf- 
gado de cobaya obtlenen una Km para el oxalacetato de i mM 
pare el enzima mitocondrial y 3 mM para el soluble. El grupo 
de Lardy (42) trabajando ya con hígado de rata enconlró una Km 
de 0,13 mM para el oxalacetato, determlnada a pH 8. L o s  resul- 
tados obtenidos por nosotros con el enzima soluble de hlgado de 
rata y a pH 7 son los siguientes: a) el enzima presenta ctnétlca 
normal hiperbólica, b)  no parecen existir dlferenclas marcadas en 
la ctnétlca del enzima dependiendo del estado nutrlclonal del animal, 
a) la Km para el oxalacetato es del orden de 0,2 mM, d) la el- 
nética a concentraciones variables del cwu6treto BHI compatible 
con un mecaniemo ordenado, e) junto a l  mete& ligado a l  cosbistra- 
to, prcbablemente A4gif, existe probablemente en el enzima un si- 
tio ligante para un segundo metal divalente aclivador h7+, ~ e + +  
6 CO++, como se &duce de los resultados da la tabla 10 y de la 
figura 34. Resultados semejantes habfan sido obtenidos por el gru- 
po de Lardy (42) sálo que los valores mas bajos de h4ni7 para 
activación m&fma obtenidos por ellos prcbablemente dependían de 
la preinoubación previa del enzima con Mn". E n  ambos casos, 
la determlnaclÓn del efeato independiente de los metalas del tipo del 
~ n + +  y el orden ds concentracicin en que Son actfvos depende de 
la presencia simultánea de concentraciones un orden de tnagnitud 
mayor de MS++ que actúe iísado al cosustrato; en SU ausencia, 
los requsrimlentos del nucleótido enmascaran la acllvabilidad espe- 
++ 
cífíca por el Nin m 
Mientras la concentración intramitocondrial de! oxalacetato 
plantea toda la serie de problemas discutidos anteriormente, la 
conctmtración citoplasmática puede considerarse aproximadamente 
equivalente a la total inedida con las técnicas apropiadas (18).  
De esta forma una concentración de oxalacetato de 5 - l O $ M  
es la que se encuentra en kfgado de rata (174).  Cuál es la ra- 
zón principal be las diferencias entre el Interior de las mitocon- 
drfas y el citoplasma? No  reslde en las prcpledades distintas de 
lo5 enzimas productores o eltminadores de oxalacetato, que son 
más bien escasas como se puede ver por tos resuhados presen- 
tados aquf, por tanto Insuficientes para explicarlos. A nuestro 
juicio la razón de eeta dlfsrencla reside en 10s distintos valores 
de tos cocientes DPNH/DPN existentes en la mitocondria y en 
el cltopiasma (tabla 13) . El que este ccpoiente sea ten pequeño 
en el cltoplasm~r explica que a t r a v h  del equlllbrlo de fa málico 
deskidrogenaszi produzca una concantra~lh relativamente alta der 
oxalacetato en el citoplasma. Como estos nwleótidos tambtén es- 
tán compartimentados y la pared mltocondrial es impermeable a 
tos mlsmos, no pareae, necesario postular nlnguna   la se de con- 
sumo especial de energfa para conseguir el paso del oxalaaetato 
desde sus niveles bajcs en la mitocondria a tos relativamentcs al- 
tos del cttosol corno sugteren Maan y Oestrciicher (52)  y 
Rognstad y Matz ( 1  18). Por  otro lado el factor de competición 
de los sitios ligantes de los diferentes enrtrnas por el oxalacetato 
cltopIasmátlco, aún existiendo, no iiene el mismo grado de com- 
plejidad que en la encrucijada mliocondrial [tabla 17). 
Expresados en la misma forma que los enzlmas de la en- 
crucijada mitccondrial, la actividad relativa máxima de los enzimas 
de La enirwtJada citoplasmática ( ~ m a x / ' K m  @M) 1 es : '70 para la 
e s 4  
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malato deshldrogenasa , 1 para ia glutá.mico oxalacético trancami- 
nasa y O , !  para la fosfoenolp~ruvato carboxiklnasa. Sin embargo 
aquF la situación varía con respecto a la encrucijada citoplasmá- 
tica puesto que no existe ningún enzima específico productor del 
oxalacetato tal como la piruvato carboxitasa y tanto la malato 
deshidrogenasa corno la gluiámico transaminasa (alternativa o si- 
multáneamente) son los enzimas encargados de producir oxalace- 
tato como seguidamente comentaremos con mayor detalle. L a  se- 
gunda conclustón es que tanto la malato deshidrogenasa como la 
glut6mica oxalac~tico transeminasa están probablemente muy cer- 
canas a equllibrlo y astarfan dispuestas a rápldarnente reponer 
el oxalacetato drenado por 1s fosloenotplruvato carboxlklnasa . 
Este permanece siendo el mayor problema a nivel de es- 
ta encrucijada, porque la capacidad máxima de este enzima en 
condiciones de glueoneogéne6is, zsuponiendo una concentracidn 
de oxalacetato de 10 $M apenas llega a 0 , s  &moles de fcstoenot- 
p i ruve l~ /mln /~r  de hígado frente a la capacidad de este 6rgano 
de producir del orden de t $m01 de glucosa/rnin/~r de hfgedo 
(37) . Sln embargo la discrepancia tampoao es tan mamada, ie- 
niendo en cuanta ia porilbliidad de un aporte suplementario de in- 
termediarlos provenientes del gllcerol por ejempko a nlvcsi de trio- 
ses fosfatos. L a  negatividad de nuestros repetidos esfuerzas de 
encontrar un posible activadoc- del enzima parece indicar su frreaici- 
tencla, reforzada por e1 hecho da la norroolidad en ia cinétlca 
frente al oxalacetato. Por  tanto podrfa ser que efectivamente el 
único controi de la fosfoenoigiruvato carboxiklnasa fuese el media- 
do por su cambio en actividad, que serfa ya totalmente efectlvo 
si la K m  In vivo del emzima (ooncentraclón, ambiente, etc. ) fue- 
se más baja que la medlda in vitro. Por  otra lado, es Gierl0 que 
la regutación de la producción de Dosfoenolplruvato no necesita 
ser excesivamente estricta puesto que el control de la encruci- 
jada del fosfoenofptruvato que vamos a considerar a continuación 
pueda en buena parte modular la producción de fosfoenolpiruva- 
to, elirntnando a travaís de la pirwato klnasa todo exceso sobre 
las necealdzdes de ese intwrnediarlo . 
Rernulaclón de la encrucilada del fosfoenolplrwato 
L a  encrucijada metabóllca del fosfoenolplruvato #t& limi- 
teda en prlnclpio a los tejidos pweedores de concentracione~ 
signtficatlvas de Iosfoenolplruveto carboxikinase , como son los 
órganos ~lucroneo&nfcos hfgado y ri56n. En gli~oiisls el flujo 
metab6lico a nivel del iwfoenolplruvato no encuentra ninguna en- 
crwljada tenlendo en auanla la lrrav<prslbilidad íiaiolÓgica de la 
fosfoenolpl~~isto carboxiktnsfsa ( k m  vfa de biosintcsseio de arninoácl- 
dos arom&ticos, feni!alanina, tlrosina y triptófano no ea cuantlta- 
ttvamente importante en coniparacl6n con fa glfcoikla y la gluco- 
neqéntisis, para que sea neceearfo considerarta en a t a  CItscu- 
si&) . En gtuconeogénasfs por ef contrario el fosfoenolplruva~o 
formado por ta fosfoenol@¡rwato carboxiklnasa tiene /e postbilidad 
teórica de marchar hacia glucosa siempre que la pirwato klnasa 
no lo vuelva a reclelar a ptruvato. L a  serie de enzirnas que se 
supone catatinan et paso del fosfoenolpiruvato a glucosa es el pa- 
quele central reversible de enhimas ~Iicotfticos hasta ta Rwtosa 
difosfato. Et paso de Iructcsa difosfato a fructosa 6-fcxifats en 
gfuconeog&nesis está cataltrado por la fru~tosa ditoslatasa, que 
as por tanto e! enzima irrevers$ble slsuienle en gluconeocg&nesls. 
Pt nfjmero icnportante de reacciones reverslbOes que separan la 
fructosa difosfato del fosfoenolplruvato hace bastanle Inveroslmil 
que la sirnple activaclbn det la fruclosa difafatasa sea isuflclente 
para impedir la competl~lón por la piruvatc kfnasa. E¡ control de 
este enzima podía producirse a nivel exclusivamente de su con- 
centraclón. Aunque como hemos vfsto existe, una disrninrncich en 
la actividad de la piruvato ktnasa cuando el hígado se encuentra 
sometldo e una situación gluconeogénloa como es el ayuno ésta 
es tnsuffciente para asegurar el control de la encrucijada, 
El comportamiento alnstér?co del enz:rna procedente de 
hfgado y de riñ6n descrlto en este trabajo ciertamente se ha di- 
ferenetado para hacer frente a este problema. El efecto desen- 
sibillzador del ir lo es fa causa de la d1:tcuttad encontrada en es- 
tudios anterloréts para reproducir ( 146) el  comportarnlento eles- 
térlco en extractos ccudos y a&m&s ha permitido confirmar y 
descartar otros posibles efectos. l a  tnlíibiczidn por alanlna y 
ATP es en este caso tfplcai??<snlto alost8rica, pues adetds de so 
caractev cow<petftlvo con el sustrato Icsfoanolpiru~ato aumentando 
fa rslgmoicfdad de su clnbtica, y no con e! ADP a cocientes 
ATP/ADP incapaces de inhiblctón si~nlficativa poi- compeilalón 
a nivel del sítfo sustrato nucIe6tfd0, ese eiecto de desemsiblli~a- 
clón en trío pareoe Indicar ~Iaramerrfe ta exlsiencla da un rnrboa- 
nisrno cooperativo. L a  ctn&tlea sigrnoide de¡ sustrato losfoenolpt- 
ruvato indica la axlstencla de un ofeoto hamotrbpico. tfpfoo tembi6n 
del comportamilento al~stérico (891, y que tambl6n se pierde por 
el tcatarnfento a baja temp@ratuca. Los  rasultados obtenidos a di- 
ferentes (amparaturas ( f igu~a 39 y tabla 72)  parecer; ex~ lu f r  que 
se trate de un grccenio funcfbn grogre!sivs de la temperatura eomo 
parece s s ~  el caso con otros enslmas alostéricos afreactosa 
difosfatasa (150 )  y fosfor!lasa b (67))  sino más bien un efecto 
brusco de desensibllfzación por debajo de una temperatura dada. 
L a  inhibicl6n poi- ATP de la piruvato kinasa de hígado es clara- 
menta dlferenclabte de las inhibiciones cin&tlcac por produoto des- 
critas en el oaso de otras pfruvato kinasas ( 9 5, 53, 1 16) . L a  
regulación de fa piruvato kinasa se completa por el efecto activa- 
dor g'feedtorwardl> por fructosil dlfrwfato que transforma en htper- 
Sólica la ctn6tlca de la pfrwata klnasa, contrarrestando al efecto 
inhihldor del ATP y de la alanlna. 
L a  Rgttra 4R resume cualitattvamente la regulaci6n de la 
piruvato kinasa hep&tl@s. Este control aparentemonte tan compll- 
cado tfeno poslbtemonte %u razón de ser  en e1 carácter InterlIsu- 
iar con respecto a1 metaholtsmo general del 0rganla;mo que posee 
la gtuc3neog8nesis, que convferte en insullciente un simple me-- 
ntsmo de lnblbfcijn feedback o aetfvaclón feedforward para contro- 
lar esta proceso, corno puede bastar para el caso da los micro- 
organlsrnoc en donde el mantenimiento de la homeostasis celular 
es 01 Gnlco pnrénetro bloldglco Importante. En el oaso de los 
tolldos de l o s  orgsnlsmm superiores, particularmente de aqu&Ilas 
n;9s aspe~u$alizados en el ~ ~ e r v f c f o  de las nscesldarfes generales, 
a l  mantenlmfento de la homeostasís general puede ser m6s fmpor- 
tante que e! de fa propSa homeostasfs celular. En esa seottdo, 
el mnntenimtento de una serle de controles generafes, tales como 
ln inhibición por ATP de la fasfofructoklnnss o et acoplamiento 
de la regulación de la POruvato ktnasa de los brganos gluconeo- 
gcinicos a Is tnhlbiclh por ATP y alanina puede ser  una forma 
do Impedir qiie el mantenimiento de ¡a hcmeostasis general ltegue 
.i dowlnar :a- absolufamefite sobre la ce?ular, que síga Itevando 
!a Lsatutn del rn~!ahoiismo celular cuando pos cu~tquler paz& 
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hubteaje un deterioro gravo de la situación rnstabó!!ca de la propila 
ctjlula hepática. Toda cdda aguda en los niveles de ATP ( o  de 
alartina) producirfa !a activación de los enjrlmas glicolítfcos que 
s~cperaríctn a los giuronoog&nlcos. 
S! pasarnos a la valoración cuantttatlva del coinporta~nien- 
lo de la piruvato kínasa en releiclón con las concentraciones fisio- 
16gleas de sus dtferentes efectores, resulta que mientras ds la fi-  
Qura 42 puede deducirse que a concentración fisiológica, el ATP 
v Ia aianina fnhiben fuertemente la actividad piruvalo kinásica de 
Ics extractos, la ac9i\rnci<án por  fructosa dlfnsfñto se realiza a con- 
centrsciones muy por debelo de tos fislol6glcas; asl 0 , 5 p  iruc- 
tasa difosfato basta para activar aon.iglete.me?te la pir~wato klnasa, 
inient~as que las concentreic!ones norm~,lrnente medidas de este 
metaballto en hígado son del 0 d e n  de 10 - 203rM (38). LOS Fe- 
sultados de la flgura 43 muestran que en presewta de alanlna y 
ATP aumenta la conocantrae;l& a la que la IPUC~C)C~E difwfato @S 
plenamente activa a 3 glWI en presencls de, ATP o alñnlna, y a 
unos R fl en grsencla de ambos efectore%?. Achdeds la respues- 
ta rik, ta activtdnd p i ruv~ to  klnasa a la fruetosa dlfasfeto se, vuelva 
claramente sigrnoide. L a  posible, dlscrepa~cia dieiwlnuye aún d s  
sl se tiene en cuenta IR molarldad de sitias ligantess para la fruo- 
tosa difosfato en el eftoptasma del hfgcjado tabls 18) . Espeoialirnen- 
ge 14 norrnalidad l o  la aldolesa es cIarern3nte supertor a la rrslrs- 
ridad rhs 1~ fructoszl difosfato, lo que unido a su ~onslante de afi- 
nidad cortiderablemenie bala hacen bastante verosfmtl la paí;iblli- 
dad de que una parte sustancfal de 16 fructosa difasfato esté en 
forma !igada y por  tanto no actlva. L a  rnaftciad de tal efecto se 
demuestra con tos ~esbtlfados de IR tnbls 19 en donde el pasa de 
una concenti.aci6n de afdotasa de signtiicacIin funda:nentalminte 
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cailaiíiica a una aoncentraclón seniojante a la existente era el cito- 
piiisrna produce un descensa considerable en la actlvaclón d e  la 
piruvato kit~asa por fructosa dífosfato. 
5 1  suponernos que las constantes d e  Michaelts de la tabla 
13 representan aproxf.madamente las constantes de dfsociaaión de 
La fructosa difcsfato por 5us diferentes sttlos ligantes se p u d e  
construir 1a figura 4.9 que representa ciprno r e  reparte? la fructo- 
ca diiosfata totsl e l t r s  aquaflos Citlns. Como puede verse en esa 
figüra !a zona ficlológlco do cuncentrnciones do fructosa dtfosfato 
total coi.recjpon<ja a una zona de ~onoentraciones llbres de fruc- 
tosa dilcsfato q u ~  no llegan a sstctrar !E piruvato klnaca. E n  esa 
sentido ~ i i  eun;unto oii 1ü actividad real de ¡a fructosa difosfatasa 
paresr. 4 ii1iau"lo idcal de pi-vcurar la reguiitción de sste compleja 
i.ad da oní;i-uciiiidas, ya que cn:no hemos rnonclonado más arr iba 
la reguiacitrr da la prcducclón de fosfoenolpfruvato por la fosfoenoi- 
p i ruva!~ cacboxfklnúsa astg luert3n:ente interrctlacionada con la ra -  
gulsioión da 13 plr'uvcito kinasa. L a  f:-uctosa dtfusfafssa es un snzt- 
;);a aiositrír-ico pura al que se han descrito una serie de ef-og, 
Initlhi<;iórr por AE4P 1 ? 5 0 ) ,  sensibiiidad a portadores de grupos- 
-5i-4 { : GPi )  , cfucto do una proterna lnteracoionanto ( 208) y otros 
cfeci t ;~ de it~iiztivscl5n y activación (75, 1491 , pero hasta este 
rnormenii: cariscan:os dc itn modelo exp!lcatlvo a nlvsl 30 siqutera 
cuoiit;i!ivc y .:.c~hc nwnoc c!:acrltativo de la ~eaulaal6n de este 
~nzI.izü, ya qUa ningei-so de los efectos :nen=tor,ados, en la Dernna 
c J  p m d e n  dar cuenta de ir reguiación de este enzima en 
' ,' k D P I  Libre 
FDP ligado o FDP oso 
Pis. 49. 
miunda aemo Ks l o 8  vaforee, ds Km 6 Ke y suswrIen- 
do qm le unfdn &S tm &EruGlose &toatia20 sePigue m e  c#n& 
ttm hipeFb6Jim. Ds hadro ta a~tlm~lbn aitoar&l@¿i & 
ta p ipw~t4 k f n m  doma hígado (PKL) preraaentei una 4- 
&toa ~ t 3 w  #Es . a 8 Be tO@?%%W m cuen- 
ta a~77mapta a& m& la sbgmelúldeaf éOe su cwlra &e 
sestwaolb hloliPa ta que a@ mr-enta en la #gura. 
El &m rayada lndloa el reno34 Lffst~tJ6Cgeo de oon<3w- 
t~eelones 9% F O P  total. 
Regulación conjunta de la a lucone~~nes is  y 
pracesos metabólicos relacionados 
En lo que antecede hemos discuildo en forma escalonada 
el complejo proceso gluconeogénico que ocurre en ef hfgado y 
r i A &  de los organismos superlores. Vamos a discutir ahora de 
modo sucesjvo, las posibles vfas que recorren o entran en fun- 
cionamlento en el proceso gluconeogénico a partir de tres pre- 
cursores : piruvato 4 Flg . 501, lactato (Fig . 51 ) y un aminoácl- 
do, alanina ( Ftg . 52 . En estos modelos se han tenido en cuen- 
ta: O )  las das que entran en funcfonamiento, 2 )  el pr~blama de 
la salida de oxalacetato de la mltoaondria, 3)  el suminisDro de 
poder reductor para la reducción del &ido 3-fosfogllcérico, 
4) la salida de ATP para las sucesivas klnasas, 5 )  el equilibrio 
en el transporte y en la carga a través de la barrera mltocon- 
drlal, 8 )  lo@ pasos regulados más importantes. 
En la figura 50 se presenta fa gluconeogénesis a partlr 
de pirwato que empleza atravesando la barrera m~tocondrial (no 
requiere transporte) pero que exigfrá para guardar e1 equillbrlo 
eledrosmótico ia salida dk4 una molécula semejante, por eJemlo, 
un cuerpo cet6nico que, tampoco necesita tramsportador. Ef piru- 
vato se carbaxiia y el oxalacetato se transforma a malato. El 
DPNH proviene de la oxidación de los ácidos grasos que a su 
vez dan energla para formar A T P ,  y que contribuyen a detener 
el ciclo det Krebs (a t r a v b  de la doble rienda del ATP y 
T P N H ) .  EI malato sale de la mltocondria fntercamblándose con 
el fosfato inorgánico y se deshidrogena a malato con lo cual se 
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de la fosfoenolpiruvato carboxikinaoa que está aumentada en gglu- 
coneogénesis pasa a fosfoenolpir~ato que gracfas a la inhlbict6n 
de la piruvato kinasa puede seguir hasta glucosa. Quedan en es- 
te camino dos pasos tundarnentales a comprender: la regulación 
de la lructosa difosfatasa y de la glucosa 6-fosfatasa. 
En la figura 51 el &der reductor está ya asegurado a 
partir del lactato y el piruvato formado sigue inicialmente el mis- 
mo camino, pero posiblemente debe salir en forma de aspartato 
que !ntercavnbEa con glutamato. El aspartato transamlna para dar 
oxalacelato y oc-celoglUtarato saldrá de la mitocondrta intercam- 
biándose con el malato que a su vez volverá a salir acoplado al 
fosfaio inorgánico. A partlr de este momento el camino d e l  oxal- 
acetato ers el mlsmo de la figura anterior. 
En  la figura 52 se parte de dos rnol&culas de alantna, 
aunque pd r l an  ser dos mol6culas de otros amtnoáoidos. Una 
transamina fuera de le mltocondrla y otra dentro. L a  déi dentro 
[no cabemos nada del transporte de ese amlnoácldo a través de 
la membrana mitocondrial) dará piruvato que saiguirá el oamfno 
i$escrlto en la flgura SO. El plrwato formado en la transamina- 
ci8n citopletsmáticw entraré y formará oxeleieeteto en la mltocon- 
drla y seguidamente transaminará a aspartato (por supuesto en 
la rnitocondrla probablemente no será posible dlstingutr entre am- 
bas rnol6culas e& plruveto) . El aspartato sale, lntercambiándose 
con et giutamato (glutamato que equivale al fo~rnado en la trama- 
minación citoplasmática de alanina a plruvato). Ese glrntamato se 
va a desamlnar dejando m-oetoglutarato que sale para cerrar el 
ciclo de !a transaminaci6n ettoplasmática y el amoníaco junto a 
CQ2 va a dar earbamil fosfaao qué3 con la ornittna dará cltrulina. 
Poco se sabe de los requerimientcrs de salirla y entrada de estos 
P E P G . - - - - e  3 p ~  
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Fig. 51. Emuema de las interrelaclones de la nluconeonénesis 
a partir de LACTATO con otras vfas metabdltcas y 
compartirnientos cstulares. Para el sT$inlftccido de ¡os 
dtstinros sfgnos vetr el pl& de la figura 50. 
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Flg. 52 .  Esauerna de las tnter~elacionerú de In_l?luconoonknesia 
g a r ( t r  de AtaIUbUA con otras V l a ~  mc-tabóli&as y; 
camoartimienfcts cetutares. Pera e¡ sslgnlficaao de í~s 
distintos signos ver el pi6 de la flgura 50. 
metabolitos. El aspartato que ha salido de la mllocondria se in- 
troduce en el ciclo de la urea dando fumaralo que dará unalato 
y seguirá el mismo camino que en la figura 50. 
Po r  s u p u ~ ~ ~ t o ~  las reacciones e tntercamblos de estos 
tres esquemas no 5% realizan aisladamente @¡no que probable- 
mente están ocurriendo simultáneamente en el interior de cada 
una de las c8tulas hepbticas, con la complejidad adiciona¡ de los 
otros aminoácidos que también intervienen en ei prmeso. 
Naturalmente que la situación es mucho más coinptega 
a& en la realidad y que nos falta ligar todas -tos mecantsmos 
a nivel enzim8itoo con leas poslbles mensajes intero~ánicos hor- 
monales y nerviosos que deben ooordlnar la f w i ó n  de l  organls- 
mo entero, pueis aunque en fa actualidad hemos adéelantado muy 
eonslderablemente de la situación indlcoda por los drrafos de 
Lieben ( 81 ) cwcrttw en 1935 ccn que encaberza e s t a  terala, no 
hay duda que su aiakliud mneral m tetalmente válida aun hoy día: 
a) que sólo oua~&o seamos oapaces de empllchtr O aptfaa~ Bues- 
t r w  oonooimlentes a las situaciones paiol&gleas, ctgtarerno~s oaP- 
ca de un concclmFmto adecuado; b) la importancia crucial de 
los estimulos hormonales y nerviosos en la regulacióra de este 
proceso y cf la neomidad de una teoría comprehensiva de es- 
tos procesoei. Evidentemente que la acciOn de los ácidos grasos 
estimulante de la gluconeog6nesls ( 121 , 155, 176) pueda expli- 
carse por SU a ~ ~ f Ó n  a nivek inltramitocondrfal (Flg . 50 y 51 ) . 
No ocurre lo rnlsrno en cuanto al papel del glucagón que puede 
actuar en los siguientes niveles: 1) aotivaclh de ia Ilpasa hepá- 
tlca ( 118) c m  aumento en los niveles de ácidos grasos ; 2) es- 
timulación (o aumento en los niveles) de la fosfoenolplrwato @ar- 
bwlkinasa (37) ; 3) estimulación de la fructosa dilosfatasa y 4) 
estimulacrón de la glucosa 6-losfatasa. Ninguno de los tres úiltl- 
mos poslblqs efectos ttene ~xplicación a nivel mofecubr, aunque 
el segundo podrfa explicarse si el AMPc regulase los ralveies 
de fosloenolplruvato carbaxiklnasa (lo que no serfa de exirafiar, 
ya que este enzlma está sujeto a retpresiÓn catabóllca pbr glwo- 
asa (tabla 8) y parece ( 1  0 2 )  que el AMPC esta muy ralaeionado 
con este fenómeno). Sin embarga lo que se desconoce p.~&ctica- 
mente en absoluto es la rerércf6n que esta hormona puede tener 
eon lotr, O~POIP, dos enztmas, iructcxm dilosfatasa y $haosa (5-tos- 
latasa, sl ets que tlene algunis. 
L a  lneulina puede jugar un papel Interesante en este 
cuadro compiejo, como a c c i h  antagónica del glucetgón en el con- 
trol de estos procesos netab6l1cw. Sus electos idisrninuyendo 
los nlveles de AMPc t35) ) , sobm la slwoktnasa 122) y peri- 
fériaarníante sobre el transporte de gluccrfsa ( 1  141 tcerriderfan a 
mantener una situación de utlllzaclÓn de glwscr~sei y aumento de 
ligwgénesis. @oíno se saba que los niveles de glucagón e Insuli- 
na varían inversamente en ef ayuno y en Le diabetes ( 1  10) , sea 
cual sea el mecanismo rnolecuier más importante por el que ao- 
túan, no hay duda que su ace1Ón sobre estos procesos es com- 
pletamente sinérgica. El efecto de los cor41costeroWs sobre la 
glblconeog&nesZs y la gli~o8lsis está Ilieno de oscuridades y dalos 
con9vadtctorios ( 126 . 
E n  el caso del sistema nervioso, los trabajos de Shlmazu 
130, 131 s6lo hablan de una estimulaci6n vegetativa de la fosfo- 
rliasa y de la glucbgeno sintetasa sin que haya ninguna prueba de 
que actúen a otros niveles. Este campo permanece pues casi vir- 
gen aunque no podeinos olvidarlo en un camentario de conjunto. 
Finalmente, sólo Indicaremos que la regulacl6n de otros 
dos procesos fntimamente relacionados con la gl~~oneogeinesis y 
gllcolisis permanece aún sin resolver completamente. El primero 
es e! metabolismo de las ácfdos grasos (sfntesls-degradación) y 
el segundo la ureog6nesis. No está aclarado el mecanismo por  
el que en el hfgado se pasa de una sttuírcl6n de gllcolisls-ltpog6- 
nesis a otra de gluconeog4nesls-oxIdeciÓn de, ac.grasw-cetogé- 
nesis. Esta ttranslción estará eslrechatmente ligada con la dispo- 
nlbllldad de precursores, par3 iss &se el único factor responsa- 
ble de su regulación? Algo muy semelante ocurre a nivel de le 
ureog&nesis, en le que no se sabe si puede haber ~~stlmulos es- 
pecFfieos que regulen esa vfa o es salo ta disponibilidad de sus- 
trato, amonlo fundamantalmenEe, el parárnet~o desetwadenante de 
esle proceso. Un tercair proceso cuyos postbleS mecanismoer de 
regulación permanecen aún sln ac ia~ar  es la proteolisis, fnttma- 
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